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ON URIC ACID AND ALLANTOIN IN 
GASTRIC JUICE. 


By 


Y. INATSUGU. 


(From the Department of Internal Medicine of the Nagasaki Medical College. 
Director: Prof. Dr. M. Tsudji.) 


(Received for publication, July 19, 1930) 


The question of the uricolysis in the metabolism of purin 
bodies is still in process of general discussion. Folin and some 
others(1924) succeeded in finding that the kidney has an ability 
to store uric acid. Brugsech(1922) found a large quantity of uric 
acid in the bile and named it ‘‘Enterotropische Harnséure’’ and 
distinguished it from uric acid in the urine or ‘‘Urotropische Harn- 
’” He declared also that the question of ‘‘Uricamie’’ can not 
be discussed without considering the uric acid excretion in liver. 
Yoshimura(1927) contributed much to the metabolism of purin 
bodies by finding a great deal of allantoin in the bile of dog. He 
named it ‘‘Entertropische Allantoin.’’ 

Recently, the stomach has been found to be not only a secretory 
organ, but is also regarded as an excretive organ. H. Steinitz 
(1928) and Scherk (1928) examined the gastric juice of many 
invalids and proved that the quantity of its non-protein nitrogen 
was almost equal to that in the blood and that when the nitrogen 
in the blood increased in consequence of renal insufficiency, it 
increased in the gastric juice at the same time. Ammonia, 
amino acid and urea were found every time as normal components 
of gastric juice of dog (Inoue, 1929) and man (Sumida and 
Hongo, 1930). The end products in the purin metabolism, there- 
fore, may also be secreted together with gastric juice in the stomach 
and have some relations to the purin metabolism. Cohnheim 
(1926) wrote in his text book of physiology that there is nucleo- 
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proteid in gastric juice and Lapéz Suaréz (1913) informed us 
that the mucin in the gastric juice of pig contains some nucleo- 
proteid. As to uric acid, only T. Brugsch and J. Rother (1925), 
observing from the topographical point of view the distribution of 
the uric acid injected into the blood stream of guinea pigs examined 
its stomach together with the contents and proved quantitatively the 
presence of uric acid. But there is no information bearing on uric 
acid in gastric juice itself and its allantoin. So, I made an attempt 
to prove the presence of uric acid and alantoin in gastric juice. 

First, I used a dog which had a gastric and a duodenal fistula. 
The doudenal fistula was made in order to keep doudenal juice from 
running back into the stomach. Next, I chose a dog with Pawlow 
stomach pouch whose stomach secretion was remarkably active. 
When I gave a large quantity of meat to this dog, the total quantity 
of secretion amounted to several hundred ce. within a few hours. 
Such a dog is very seldom obtained. Formerly, Tamaszewski 
(1918) had a dog whose stomach pouch secreted one litre in 24 
hours, but the secretion decreased gradually after a week or ten 
days. The dog I got continued to secrete the same quantity of 
gastric juice for some months. I believe, therefore, that this 
instance in surely worth mentioning. 

The collected gastric juice was filtered beforehand and uric 
acid was determined by Harpuder’s method (1928) and allantoin 
by Wiechowski’s. 


EXPERIMENT I. 


I injected 15 ce. of 15% methyleuanidinnitrate as secretic 
stimulant into the vein of the thigh of the dog with two fistulae 
and collected the gastric juice. Testing it, I found 0,22 me% of 
uric acid and 2,00 mg% of allantoin. 

Next, from a dog with Pawlow pouch, I got pure gastric juice. 
Besides the ordinary meal, I gave him some meat just before the 
experiment and collected the pure gastric juice during the whole 
five hours. At this time, I got 0,07 to 0,183 mg%, an average of 
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0,09 meg% uric acid and 2,6 to 5,6me%, an average of 4,6mg% 
allantoin as the following table shows. Thus I was convinced that 
urie acid and allantoin are normal elements of the gastric juice 
of dog. 


Dog with gastro-duodenal fistula. 


body used =< c 
dat. weight G. juice (nest ‘ Atlantion not. 
(ke) (cem) in mg% in mg% 
‘ 20 40 0,22 5% Methyl . 
30/VIII ‘ 100 2,0 guanidinenitrate. 
Dog. of stomach pouch. 
95/X AL erE 100 2,6 
8/XI ba of 0,13 
19/XI 17,6 ¥ 0,08 5,6 
20/XI 17,2 ce 0,10 
21/XI ” ” 0,08 
7/1 17,5 is 0,07 
2/11 17,2 “3 0,07 5,5 
average 0,09 4,6 


EXPERIMENT II. 


Now, in the second experiment I used the same dog with 
Pawlow pouch and after giving him the ordinary meal, I gave 
him 5gm. of uric acid together with some meat. And then I 
collected the gactric juice in the same way. I found 0,23 me% 
urie acid and 4,0mg% allantoin. 

In the next experiment, I injected 10 mg uric acid (Lithium 
urate) per kilo of body weight into the same dog with Pawlow 
pouch and then collected the gastric juice in the following five 
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hours and I divided this juice into two lots, namely, the one col- 
lected in the first 2 and one half hours and the other in the second 
2 and one half hours. In the first lot there was the allantoin 
12,5mg% and in the second 18,2 mg%, an average of 15,4 me%, 
while in both cases the uric acid was found only in traces. The 
next day, without any charge, I obtained the gastric juice only 
by feeding and examined it. I got 0,09 mg% in the first half and 
0,05 mg% in the latter, an average of 0,07 me@% uric acid; and, 
as to the allantoin, I got such an increased quantity as 35,5 me% 
in the former and 19,8 mg% in the latter, an average of 27,6 me%. 
Again on the following day, I injected 30 mg uric acid per kilo of 
body weight, but the secretion was so scaree that I could not 
divide it into two parts. After getting only 40 ce. in five hours, 
I examined it and found 0,13 mg% of uric acid and 48,3 me% of 
allantoin. 


Dog with stomach pouch. 


body used = : 
dat. weight | G. juice | . U. | Allantion not. 
(ke) (com) in mg% in mg% 
9/X1I f = 
/ 17,5 100 4,0 58 U per 
11/XI Ay 28 0,23 os. 
, 100 trace As cone 
, gm nucleinic- 
13/XT Ls . 3,0 acid per os. 
18,3 100 (before) trace 1255 
5/I1I » (after) FS 18.2 10mg U per 
s kilo injection 
average 15,4 
18,0 100 (before) 0,09 85,5 
6/IIT » (after) 0,05 19,8 
average 0,07 27,6 
30mg U per 
7/I11 75 40 0,13 48,3 kiiouinjecon 


or 
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EXPERIMENT ITI. 


The explanation of the question about the nitrogen components 
of gastric juice is insufficient, especially in human gastric juice. 
Although the purin metabolism of man and animal may not always 
be similar, I expected from my experiment on dogs that I might 
attribute partly at least this obscure part of the nitrogen com- 
ponents of human gastric juice to uric acid and allantoin. 

In this experiment, I obtained the human gastric juice before 
the morning meal with Rehfus stomach tube and then 0,2 mg in 
300 ec. caffein solution or 15 ee. in 300 ce. Shoyu solution (or soya- 
sauce) instead of a test meal were injected through the stomach 
tube. Then I collected the gastric juice every twenty minutes for 
two hours and obtained 7 lots in all. As it was assumed that uric 
acid and allantoin may have some relation to free and total acidity 
and total chlorides, I tested them in addition to uric acid and 
allantoin respectively in these lots which had no bile colour. The 
acidity was determined by titration with n/10-NaOH, dimenthyl- 
amino-azo-benzol and phenolphthelein being used as indicators to 
differentiate the free and the total acidity, while total chlorides were 


Diagnosis: health. 


Sigs! : used = Allan- 
Rout ean sey ne Eee ae a in As eee Ae, 
before 40 17° As ii hag 12 0,95 | 17,89 
after 20'| 333 20” 16” 53” 200 0,60 2,06 Z 
40 121 20" 14” 59” 5 & 
60" 35 60” | 50” | 108” 20 | 0,85 | 1219 | 2&8 
80’ 31 Si” GA a) 1857 18 | trace | 11,55 3 & 
100’ 35 80” 60” as 
120’ 10 80” 60” 
average 0,80 10,92 
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determined by Stefan Rusznick’s method. I could prove and 
determine abundant uric acid and allantoin, but could not discover 
any relations between their quantity and the acidity of the juice. 


Diagnosis: Gastric ulcer. 


oe . used = Allan- 
hour |G.Juice|} tot. HCl | Clin |g. juice U toinin | not. 
(cem) | acidity | acidity| degree || (¢¢m) |in mg% ee, 
before | 25 75° 60° | 148° 15 1,55 | 24,61 
after 20'| 65 a0”. | 25" | Aste 60 o'24..| bar | 8 
ioe 
40’ | 30 TO) | Ba fade I (20 0,44 | 23,70 | 28 
60’ 28 75” 65” | 139” 15 1,30 | 1461 | ¢ Ez 
80’ if 70” 60” 128” g = 
100’ 43 75” 60” | 135” 25 2,22 9,84 | 34 
3 
120° 33 75" 65” | 135” 20 2,03 | 1245] © 
average 1,30 16,73 
Diagnosis: Gastric ulcer... 
ee 4 used = Allan- 
hour |G, Juice| tot. H Cl Clin |g, juice U toin in not. 
(cem) | acidity.| acidity | degree (cem) inmg% |. me% 
before 40 90° “or, | ware 30 ids.) 1,17 
after 20'| 130 60" 55” | 115” 88 0,33 ies aes 
g 
40’ 33 95” S67 1S 25 0,78 | 13,69 | % EI 
60’ 27 85” 75” | 198 15 | 0,85 | 18,72 Ce 
80’ 35 95” so” | 132 25 1,33 | 15,44 | 2% 
100’ 30 85’ 70” 129 20 1,53 15,36 3 a 
120’ 45 85" 75” | 138 30 1,02 8,77 
average 0,98 12,33 
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Diagnosis: Dilatation of the stomach & r. apex tubereulosis. 


sot f used = Allan- 
hour |G. juice| tot. H Cl Cl in Aas U Sa 
(cem) | acidity | acidity | degree roe © inmg% ee not 
0 
before 27 5° 0 se. 20 2,85 6,01 
after 20’) 22 45" 30° 115” 10 1,76 8,07 © 
oO 
mae 
40’ | 12 a5” | 13” | go” ae 
ae 
60’ 22 25” 15” 110” 30 1,41 4,15 Ss = 
80’ 20 30” 15” | 98” 25 
Roa 
?: oo 2 
100 5 10” 0” 64” 3 
120’ 12 5” 0 82” ve + a 
average| 2,01 6,76 


Diagnosis: Heroinhabit. 


nee 5 used Allan- 
hour | he te : ae ; Ve in |G.juice|, U oy| toinin}| not. 
(eem) | acidity | acidity | degree (cem) |i2 mg% mg% 
before 60 45° 35° ili keye 40 1,06 16,36 
after 20’ 68 g20 On 1922 55 0,74 5,84 g 
40’ | 50 50” | 35” | 190” | 35 | og1 | 1942 | $4 
3 
60’ 30 60” 50” | 123” 20 0,89 | 19,32 ar 
80’ 27 Soe Aly’ 150” 18 1,28 20,29 2 = 
a n 
Sa 
100’ 10 60” 50” 150” = 
18 1,43 23,59 iy 
120’ 24 atyy 40” 119” 
average| 1,04 17,47 


Next, I examined the relation between the non-protein 
nitrogen and uric acid and allantoin. The non-protein nitrogen 
was determined as follows. I took 2 cc. gastre juice and diluted 
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it with 10 ec. distilled water and mixed 7,5 ce. colloidal iron by 
stirring little by little and added 0,5 ce. 0,5% MgSO,solution in 
order to exclude the excessive iron. The nitrogen in 10 cc. of this 
filtrate was determined by the method of Kjeldahl. The results 
are as follows. 


used U-N Allantoin-N 
dat. Diagnosis. | G.juice |. 2 ; wae 
(eem) [22 M8 19 ME | me% Ito R-N%| mg% |to R-N% 
15/XII Pee 35 57,4 S64 N04 | 28. TP eI8 8.7 
17/XII | health 24 53,2 39,0 | 0,34] 0,8-| 4,53) 11,5 
22/XII | not clear 40 72,8 16:9) O36} se) 1 ess 9,1 
26/XI1I . i 30 47.6 | +46 | 1,691 34 il ee 
DIscussION. 


Now, the source of uric acid and allantoin can be divided 
into two; that is, exogenous and endogenous. The one arises from 
purin precursors which are taken as meals and the other is derived 
from tissue metabolism. Mares (1910) has said that when the 
physiological function of cells is active, the generation of the 
endogenous uric acid increases, especially in the alimentary tract, 
and moreover, that if the function of glands becomes more lively 
by the injection of pilocarpin, the excretion of uric acid also in- 
creases. Considering this fact, the uric acid and allantoin in the 
gastric juice can be defined as the local by-products generated 
along with other elementary secretions. But in the loaded experi- 
ment, though the quantity of uric acid does not change, allantoin, 
on the contrary, increases remarkably by the injection of uric acid 
and this condition continues for three days after the injection. 
This fact is very important in the study of purin metaboism. The 
reason why the uric acid which was injected disappears so rapidly 
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may be that some part of it at least turns into allantoin and is 
secreted also in the stomach. So, a part of the deficiens of purine 
metabolism ought to be sought in the gastric juice. ‘ 

As experiment III shows, uric acid and allantoin are found 
also in the human gastric juice. Up to this date, allantoin was 
found in a small quantity in the urine of man and scarcely seemed 
to be important in purine metabolism. But it must be very signi- 
ficant that such an abundance of allantoin is found in human 
gastric juice. If the quantity of gastric juice in a day is 1,5 litres, 
as Carlson said, the allantoin in the gastric juice may be a con- 
siderable quantity. - 


CONCLUSION. 


1. Urie acid and allantoin are some of the components of the 
gastric juice of man and dog. 

2. When the vein of the dog was charged with uric acid, the 
allantoin increased remarkably in the gastric juice. 
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UBER DIE WIRKUNG DER ANTIKOAGULANTEN 
AUF DIE SERUMFERMENTE UND DAS 
KOMPLEMENT. 


Von 


KANEO YANAGISAWA. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der medizinischen Akademie 
zu Chiba. Direktor: Prof. S. Akamatsu.) 


(Eingegangen am 19. November 1930) 


Im Jahre 1918 ist von Howell und Holt ein in vitro, wie in 
vivo gerinnungshemmender Stoff beschrieben worden, den sie nach 
der Herkunft aus der Hundeleber als ‘‘ Heparin’’ bezeichnet haben. 
Die Erforschung des Hinflusses dieses Hemmungsstoffes auf die 
verschiedenen Fermente im Blut sollte fiir die Probleme der Blut- 
gerinnung von besonderer Wichtigkeit sein, um die Entstehung des 
Gerinnungsfermentes aus seiner Vorstufe, sowie die chemische 
Veranderung bei der Umwandelung des Fibrinogens in Fibrin zu 
verfolgen. Zu nachstehenden Experimenten wurde das nach meinem 
eigenen Verfahren dargestellte ‘‘Heparin’’-Praparat angewendet ; 
tiber die Einzelheiten dieser Verfahren wird weiter unter berichtet. 
Zunachst habe ich, meist bei Meerschweinchenserum, die Wirkung 
des Heparins auf Butyrase, Lezithase, kephalinspaltendes Ferment, 
Glycerophosphatase, Tryptase, Peptase, Nuklease, Amylase und 
elykolytisches Ferment untersucht. Die Experimente ergaben 
aber, dass die Fermentwirkungen durch Heparin keinen beeintrach- 
tigenden Hinfliuss erlitten haben, ausgenommen Glycerophosphatase 
und Lezithase, auf welche das Heparin einen ganz geringen befor- 
dernden Hinfiuss ausgeiibt hat. Waldschmidt-Leitz (1929) 
geben an, das Heparin (Howell) verhindere die Trypsinwirkung ; 
unter meinen Versuchsbedingungen habe ich leider keinen Beweis 
dafiir gefunden. Mein Heparin beschrankt seine hemmende Wir- 
kung nur auf die Blutgerinnung. 


it 
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In weiteren Experimenten mittels Fibrinogens, Thrombins und 
Prothrombins, welche nach den bei uns iiblichen Vorschriften ver- 
arbeitet wurden, und deren Hinzelheiten in einer spateren Veroffent- 
lichung besprochen werden sollen, hat has Heparin eine deutliche 
Hemmung bewirkt. Es hemmte schon in 0,0165% Endkonzentra- 
tion sowohl Fibrinogen-Thrombinwirkung, als auch Fibrinogen- 
Prothrombin-Ca-Kephalinwirkung. Wenn Oxalatplasma an Stelle 
des Fibrinogens angewendet wurde, konnte ich auch das Ausbleiben 
der Thrombinwirkung feststellen. 

Horino (1928) hat im hiesigen Institut das Adsorptions- 
verhalten des Hamolysins und des Komplements untersucht und 
hat dabei eine innige Beziehung zwischen Komplementmittelstiick 
und Thrombin gefunden. Fuchs und Falkenhausen (1927) 
haben anderseits die Verspatung der Blutgerinnung nach der Injek- 
tion der sensibilisierten Erythrocyten beobachtet und haben den 
Schluss gezogen, dass das Komplement eine Rolle bei der Blut- 
gerinnung spielt. Die Identizitat der Wirkung des Prothrombins 
mit dem Komplementmittelstiick wurde von Fuchs und seinen 
Mitarbeitern (1928) auf verschiedenen Wegen gefunden und 
veroffentlicht. Es ist also interessant, zu untersuchen, welchen 
Einfluss Heparin und Novirudin, die die Wirkung des Thrombins 
hemmen und leicht darzustellen sind, auf die spezifische Hamolyse 
austiben. Fuchs und Hartmann (1928) haben schon die anti- 
komplementare Higenschaft des Heparins, Hirudins und Novirudins 
angegeben. Dieser Befund wurde aber von Ecker und Gross - 
(1929) in anderem Sinne gedeutet, d.h. Heparin hemme die Wir- 
kung der dritten Komponente des Komplements. Um dieses Ver- 
halten noch genauer zu erforschen, habe ich nachstehende Versuche 
unternommen. 

Das Novirudin ist ein Hemmungsstoff, der, auf Grund der 
Adler und Wiechowski’schen Forschung (1922) hergestellt, 
kauflich ist. 10mg Novirudin gentigen, um 5 cem Kaninchenblut 
dauernd fliissig zu halten, d.h. fiir die vollkommene Aufhebung 
der Gerinnbarkeit ist 0,2% Endkonzentration erforderlich. Da 
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Novirudin von einheitlicher Herkunft zum Experiment gebraucht 
werden sollte, habe ich Novirudin aus Tyrosin nach der Angabe 
von Adler dargestellt; seine Hemmungskraft ist gleich der des — 
Handelspraparates. In den nachstehenden Untersuchungen wurde 
dieses Tyrosin-Schwarz-Natrium gebraucht und es wird einfach- 
heitshalber als Novirudin bezeichnet. Im Vergleich mit Heparin 
ist be1 Novirudin eine mehr als 5 fach groéssere Hemmungsdose 
erforderlich. Aber wenn man in Betracht zieht, dass das Novirudin 
im Gegensatz zum Heparin mit Ca-Ion einen wasserschwerloslichen 
Niederschlag bildet, kann die Wirksamkeit des Novirudins gegen 
das Fibrinogen-Thrombinsystem nicht ohne weiteres aus der erfor- 
derlichen Dose gegen Blut an sich ermittelt und mit der des 
Heparins verglichen werden. Das Novirudin wies, vorher in 
Fibrinogenlosung gemischt, schon in 0,008% Endkonzentration voll- 
kommene Verhinderung der Gerinnung bei Thrombinzusatz auf. 

Zunachst wurde der Hinfluss des Heparins auf das hamoly- 
tische System untersucht. Das durch Einspritzung von Ziegenblut 
eewonnene Immunserum des Kaninchens lost Ziegenblut bei Gegen- 
wart von Meerschweinchenserum, und zwar geht dabei der hamoly- 
tische Prozess mit derselben Geschwindigkeit vor sich, unabhangig 
von der Anwesenheit des Heparins. Das gilt weiter bei Versuchen 
sowohl mit konstanter Heparin- und wechselnder Hamolysinmenge, 
als auch mit wechselnder Heparin- und konstanter Hamolysin- 
menge. Dieses Ergebnis spricht gegen die Angabe von Fuchs und 
Hartmann(1928), und die Nichttibereinstimmung rihrt vielleicht 
von der Art der angewandten Komplementlosung her. Die genann- 
ten Autoren haben als Komplement Menschenserum gebraucht, ich 
aber, wie oben erwahnt, Meerschweinchenserum. Nach Ecker und 
Gross kann die Hemmung bei Hamolyse durch Heparin nur bei 
sehr verdiinnter Komplementlosung beobachtet werden. Das Aus- 
bleiben der Heparinwirkung bei der spezifischen Hamolyse fiihrte 
mich zu dem folgenden Versuch, dessen Resultat sehr bemerkens- 
wert war. 

Bekanntlich erweist sich das durch Injektion von Ziegenery- 
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throcyten an Kaninchen erzeugte Haémolysin als ein Gemisch von 
zweierlei Himolysinen, nimlich einem durch thermolabiles Protein- 
Antigen der Erythrocytenbestandteile bedingten und einem durch 
thermostabiles Lipoid-Antigen bedingten. Bei dem hamolytischen 
Vorgang wirken die Hamolysine auf ihre Antigene ein, d.h. ein 
Antigen verbindet sich nur mit dem ihm entsprechenden Anti- 
kdrper. So miisste die Himolyse bei der Antiziegenbluthamolysin- 
anwendung auf folgende Weise stattfinden. Erstens wirkt das 
proteinogene Hamolysin zunachst auf den Hiweissrezeptor der 
Erythrocyten, und dann reagiert darauf das Thrombin im Meer- 
schweinchenserum. Zweitens wird das lipoidogene Hamolysin vom 
Lipoid-Antigen der Erythrocyten gebunden, und dann bewirkt eine 
bestimmte wirksame Substanz im Serum die Hamolyse. Daraus lasst 
sich die Erwagung ableiten, dass das Heparin zwar bei der Hamolyse 
protemogener Natur, wobei Thrombin mitspielt, die hemmende 
Wirkung aufweise, aber nicht bei der Hamolyse lipoidogener Natur. 
Das Ausbleiben der erwarteten Heparinwirkung am genannten 
hamolytischen System diirfte also durch Ueberwiegen des lipoido- 
genen Anteils bedingt sein. Ich moéchte hier sagen, dass die Throm- 
binwirkung bei dem Hamolysenvorgang nicht eine physikalische 
Zustandsveranderung bei der Umwandlung des Fibrinogens in 
Fibrin, sondern eine noch unklare, dabei stattfindende chemische 
Reaktion bedeutet. ‘ 

Jedenfalls hat mich der vorstehende Gedankengang zu weiteren 
Untersuchungen gefiihrt, um die EKinwirkung von Heparin auf die 
einzelnen Wirkungen des proteinogenen und lipoidogenen Himoly- 
sins auseinanderzusetzen. 

Das lipoidogene Hamolysin H(L) wurde durch Injektion von 
Alkoholextrakt der Ziegenerythrocyten mit Zusatz von Schweine- 
serum als Schlepper erhalten. Das proteinogene Himolysin H(P) 
wurde durch intraperitoneale Einverleibung des Riickstands nach 
Alkoholextraktion der Ziegenerythrocyten erhalten. Da es fraglich 
ist, ob sich durch Alkoholbehandlung der Erythrocyten die 
Beseitigung des Lipoides geniigend ermoéglichen liasst, wurde das 
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so erhaltene proteinogene Hamolysin weiter mit gekochten Ery- 
throcyten behandelt, um vielleicht gemischt vorhandenes lipoido- 
genes Hamolysin moéglichst zu beseitigen. Mittelst der so erhaltenen | 
beiden Hamolysine H(L) und H(P) habe ich die Heparinwirkung 
gepruft. Das Heparin wirkte auf proteinogenes Hamolysin 
hemmend, auf das hpoidogene dagegen nicht. Hine noch starkere 
hemmende Wirkung zeigte Heparin bei Anwendung des proteino- 
- genen Hamolysins, das durch intraperitoneale Injektion des Riick- 
standes nach der Alkoholathergemischextraktion an Kaninchen 
erzeugt wurde. 

Im Anschluss an die auffallenden Befunde bei Heparin habe 
ich Versuche tiber die Einwirkung des Novirudins auf das hamoly- 
tische System angestellt. Dazu bediente ich mich eines Praparates, 
das aus Tyrosin hergestellt wurde. Das Novirudin hemmte voll- 
kommen die losende Wirkung jenes Komplexhamolysins, welches 
nach Injektion von Ziegenblut an Kaninchen gewonnen wurde. 
Wie oben erwahnt, wurde bei Heparin keine Hemmung der 
Hamolyse durch dieses Komplexhamolysin beobachtet. Es besteht 
also ein ausgesprochener Unterschied zwischen der Wirkung des 
Heparins und Novirudins. Die analytische Untersuchung mit dem 
genannten Hamolysin ergab, dass das Novirudin auf proteinogenes 
wie auf lipoidogenes Hamolysin hemmend einwirkt. 

Die Hemmungsfahigkeit auf lipoidogenes Hamolysin scheint 
im wesentlichen die Ursache zu sein, die beim Einwirken des 
Heparins und des Novirudins auf das Mischhamolysin das nicht 
iibereinstimmende Resultat der hemmenden Wirkung mit sich 
bringt. 

In weiteren Versuchen habe ich Folgendes beobachtet: Wenn 
im hamolytischen System statt des Meerschweinchenserums auch 
das Oxalatplasma als Komplement verwendet wurde, zeigte das 
proteinogene Hamolysin H(P) gleichartig losende Wirkung. 
Wurde das Oxalatplasma dagegen zusammen mit dem lipoidogenen 
Hamolysin H(L) verwendet, trat die Hemmung der Hamolyse auf. 
Das bedeutet, dass das in jenem kalkarmen Oxalatplasma enthaltene 
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Prothrombin auf das EHiweissantigen der Hrythrocyten, welches 
durch Bindung des Hamolysins in einen gewissen Zustand geleitet 
ist, den gleichen Angriff wie das Thrombin austbt. Warum das 
Novirudin, im Gegensatz zu Heparin, das lipoidogene Hamolysin 
hemmend beeinfiusst, ist noch spaterem Studium festzustellen 
vorbehalten. Es hemmt zumindest nicht die Butyrase und die 
Lezithase des Serums. Novirudin hat aber, wie schon erwahnt, 
Ca-fallende Fahigkeit. Wenn das Resultat bei Oxalatplasma in 
Erwigung gezogen wird, miisste die Hntionisierung des Kalkes 
durch Novirudin also wenigtens als eine Ursache der Hemmung bei 
lipoidogenem Hamolysin zu betrachten sein, wahrend die Be- 
deutung des Ca-Ions fiir Komplementwirkung bisher oft bestritten 
wurde. Gleichzeitig zeigt es sich, dass die Kalkwirkung fir das 
proteinogene Hamolysin zu unbedeutend ist, um Hamolyse hervor- 
zurufen. 

Weiter unternahm ich foleende Experimente: Meerschwein- 
chenserum wurde nach Liefmanns Methode durch COos-Durch- 
leitung in Globulin- und Albuminfraktion zerleet. Nach 2 maligem 
Waschen mit destilliertem Wasser wurde die Globulinfraktion 10 
fach wie das Anfangsvolumen des Serums mit physiologischer 
Kochsalzlosung verdtinnt, waihrend die Albuminfraktion, nach 
Isotonisierung mit 10% Kochsalzlosung, auf das 10 fache Volumen 
der Anfangsserumenge mit physiologischer Kochsalzlésung 
erganzt wurde. Diese verdtinnte Globulin- sowie Albuminfraktion 
wurden hierauf mit Heparin versetzt, dann in eine Mischung 
vereinigt und als Komplement auf Komplexhaimolysin+ Blutzellen 
eeprift. An diesem System verhinderte das Heparin den Haimoly- 
senprozess auffallend. 

Das Ergebnis spricht zwar scheinbar gegen die Tatsache, dass 
Heparin, wie schon erwahnt, im Gegensatz zu Novirudin auf die 
Wirkung des Komplexhamolysins keinen hemmenden WHinfluss 
austbt. Aber durch die weiteren Versuche wurde festgestellt, dass, 
als die beiden auf solche Weise zerlegten Fraktionen des Meer- 
schweincheuserums, ohne mit Heparin versetzt zu werden, wieder 
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zusammengebracht wurden, diese Mischung nun bei dem Hamolysin 
proteinogener Natur ebenso kraftig komplettierend wie das native 
Meerschweinchenserum von gleicher Verdiinnung wirkte, aber bei 
dem Hamolysin lipoidogener Natur eine nur ganz schwache komple- 
mentare Wirkung entfaltete. Solche Abweichung miisste wohl 
darauf beruhen, dass die Manipulation, d.h. Fraktionieren des 
Serums und 2 maliges Waschen der Globulinfraktion, den ver- 
mutlichen Schwund einer gewissen fiir die Komplementierung des 
lipoidogenen Hamolysins notwendigen Fraktion des Serums ver- 
anlasst. Mit soleher Komplementlosung war die Hemmung der 
Hamolyse durch das Heparin wohl zu erwarten, die ja auch eintrat. 
Man sieht also hier keinen Widerspruch, sondern eine Bestatigung 
der oben erwahnten Annahme iiber die Wirkung des Heparins bei 
der spezifischen Hamolyse. 

Jedenfalls ist es interessant, dass das Heparin nur die Hamolyse 
durch Protein-Antigen hemmt, wahrend das Novirudin die durch 
Protein-, wie Lipoid-Antigen beeintrachtigt. Mit diesem Ergebnis 
elaube ich zu dem Studium des Verhaltens zwischen Komplement- 
wirkung und Thrombin etwas beigetragen zu haben. 


Experimenteller Teil. 


I. DarsteLuuNG DES HEPARINS. 


Die Leber eines aus der A. carotis entbluteten Hundes wurde 
nach Howells Angabe von der Pfortader aus mit 1% Kochsalz- 
ldsung durchspiilt, um sie moglichst blutfrei zu waschen. Sie wurde 
dann in Stiicke geschnitten mit der Maschine zerhackt, im Morser 
zerrieben, auf Platten ausgestrichen und bei 65°C getrocknet. Das 
trockene Material wurde fein pulverisiert. So wurden etwa 1000 ¢ 
trockener Substanz aus tiber 10 Hundelebern gewonnen. Je 502 
davon wurden bei jedem der nachstehenden Darstellungsversuche 
gebraucht. 

Zunachst wurden 50 g Leberpulver mit 500 cem 1% Kochsalz- 
lésung bei alkalischer Reaktion durch Ammoniakzusatz 15 Minuten 
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extrahiert und filtriert. Beim Versuch, das Filtrat durch Fallung 
mit Bleizucker und mit Bleiessig zu fraktionieren, wurde festgestellt, 
dass der Niederschlag, welcher durch die dem Bleizuckerzusatz 
vorangehende Anséuerung mit Hssigséure ausgefallt wurde, eine 
gerinnungshemmende Substanz einschloss, die Bleizucker- und 
Bleiessigfraktion dagegen nicht. Deshalb wurde im nachsten Falle 
der ammoniakalische Extrakt von Leberpulver mit Essigséure 
neutralisiert und dann durch Kochen enteiweisst. Aus diesem 
Eiweisskoagulum konnte durch ammoniakalische Extraktion keine 
Hemmunegssubstanz nachgewiesen werden. Die enteiweisste Losung 
wurde nach Erkalten mit Essigsiure solange angesiuert, als noch 
weisslicher, flockiger Niederschlag ausfiel. Die Fallung wurde 
durch Filtration getrennt. Das Filtrat wurde neutralisiert und 
mit dem gleichen Volum Aceton versetzt. Die dabei ausgefallte 
Fraktion zeigte aber nur ganz schwache hemmende Wirkung. Nun 
wurde jener durch Essigsaurezusatz ausgefallte Niederschlag in 
Wasser aufgenommen und durch Neutralisierung mit Natronlauge 
in Losung gebracht. Hierauf wurde diese auf dem Wasserbad 
abgedampft, der Riickstand in Wasser gelost und filtriert. Endlich 
wurde das Filtrat wieder abgedampft, der trockene Rtickstand 
pulversiert. Dieses Praparat ist wasserloslich und hat gerinnungs- 
~hemmende Kraft, und zwar verhindert 0,5 mg in 1 e¢em physiolo- 
gischer Kochsalzl6sung die Gerinnung von 5cem Kaninchenblut 
vollstandig tiber 24 Stunden. Zwecks der Reinigung dieses Pra- 
parates behandelte ich weiter seine wiasserige Losung mit Bleiessig 
bei ammoniakalischer Reaktion. Der Niederschlag, ebenso auch 
das Filtrat, wurde mit Ammoniumsulfid entbleit, dann neutralisiert 
und abgedampft, der Riickstand in Wasser gelést und mit gleichem 
Volumen Aceton gefallt. Der Niederschlag wurde nun auf seine 
Hemmungskraft gepriift. Derjenige, welcher aus der mit Bleissig 
fallbaren Fraktion stammte, erwies sich als gerinnungshemmend, 
sodass 0,5mg die Gerinnbarkeit von 5cem Kaninchenblut vollig 
aufhob. Die Wirksamkeit war also durch die Bleifallung nicht 
besonders verstarkt. Das aus der durch Bleiessig nicht fallbaren 
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Fraktion herstammende Material war wirkungslos. Daraus ist 
ersichtlich, dass Heparin mit Essigsaéure ausfallbar ist. In einem 
anderen Falle beobachtete man, dass auch der durch Salzsiurean- 
sauerung entstandene Niederschlag eine Hemmungssubstanz mit 
derselben Aktivitat lieferte. 

In einem weiteren Fall versuchte ich die Hssigsiurefallung 
unter geandertem Adsorptionsverhaltnis des Mediums durch die 
Herabsetzung der Oberflachenspannung dureh Oktylalkoholzusatz. 
Der wirksame Bestandteil liess sich auch diesmal, gerade wie zuvor, 
im Essigséureniederschlag zeigen. 

Als man die wasserige Losung des Heparins bei neutraler 
Reaktion mit Tierkohle behandelte, erwies sich das Filtrat als 
hemmungsunwirksam, und auch als diese Tierkohle sodann mit 
verdiinntem Ammoniakwaser eluiert wurde, war keine wirksame 
Substanz in dem Elut zu konstatieren. Wurde aber das Heparin 
in verdiinntem Ammoniakwasser aufgelést und mit Tierkohle 
behandelt, so zeigte sich die Adsorptionsrestlosung nach dem 
Trocknen als hemmungswirksam. Sie zeigte aber keine dem vorigen 
Praparat an Aktivitat (0,5 mg fiir 5cem Blut) tiberlegene Wirkung. 

In anderem Verfahren wurde das Leberpulver mit Alkohol- 
ather unter Riickflussktihler moelichst von fettiger Substanz befreit. 
Dann wurde der Extraktionsriickstand mit 1% Kochsalzlosung 
und Essigséure digeriert und filtriert. Der Rtickstand wurde mit 
ammoniakalischer 1% Kochsalzlosung extrahiert, das Extrakt mit 
Essigsdure gefallt, die Fallung in Wasser aufgeschwemmt, durch 
Neutralisierung mit Natronlauge in Losung gebracht und dann 
filtriert. Das Filtrat wurde auf dem Wasserbad abgedampft, der 
Riickstand pulverisiert. Dieses Praparat zeigte auch die gleiche 
Hemmungskraft, wie das vorige. Hin ahnliches Verfahren, wobei 
Benzol anstatt des Alkoholathers bentitzt wurde, hatte das gleiche 
Resultat zur Folge. Bei der Priifung der wasserigen Losung des 
Heparins ergibt sich Folgendes: Ninhydrin- und Biuretreaktion 
negativ, Reduktionsprobe vor und nach dem Kochen mit Salzsaure- 
zusatz negativ, Bleisulfidprobe negativ. Auf Bariumchloridzusatz 
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nach Kochen mit Salzsiure keine Triibung; ebenso bewirkt, nach 
dem Veraschen mit Salpetersiure und dem Losen in verdiinnter 
Salzsdure, auch Calciumchlorid keine Triibung. 

Briida (1928) berichtete, dass er nach Howells Darstel- 
lungsmethode aus Witte-Pepton eine dem Heparin dhnliche gerin- 
nungshemmende Subtanz darstellte. Jedoch gelang es mir weder 
nach Howells Methode, noch nach meiner Fallungsmethode eine 
aktive Substanz aus Witte-Pepton herzustellen. Hs sei hier noch 
beigefiigt, dass die nach Levene (1925) aus Schweineblut_ her- 
gestellte Mukoitin-Schwefelsdure keine gerinnungshemmende Wir- 
kung hat. 


II. DarsteLLuNG von TyrRosIn-ScHWARZ-NATRIUM. 


Die Methode von Adler (1922) wurde ein wenig modifiziert. 
5g Tyrosin wurden in 250cem Wasser aufgeschwemmt und mit 
60 cem n-FeCls; und 55 eem 8% H2Oz2 versetzt. Das Gewisch wurde 
unter Umriihren langsam erwarmt, bis sich der eingetretene dunkle 
Farbton nicht mehr vertiefte. Auf nachtragliches Erhitzen wurde 
der schwarze Niederschlag grosskornig und der ungelést gebiebene 
Tyrosintiberschuss aufgelost. Der Niederschlag wurde auf Heiss- 
trichter gesammelt, mit 150 eem 4n-Natronlauge aufgelost und 
dann mit 6 fachem Volumen Alkohol versetzt. Nach 12 stundigem 
Stehen wurde der schwarze Bodensatz sorgfaltig aufeesammelt, mit 
Alkohol alkalifrei gewaschen und getrocknet. Dieses Material hat 
ahiliche hemmende Kraft wie das Handelspraparat Novirudin (2 
me fiir 1eem Blut). 

Das Material wurde weiter in Wasser gelést und mit Salzsiure 
gefallt. Der Niederschlag wurde gesammelt, in Wasser aufgenom- 
men, durch Natronlaugezusatz in Losung gebracht, und dieses Ver- 
fahren nochmals wiederholt. Schliesslich wurde der Salzsiure- 
niederschlag mit Wasser gewaschen, mit Natronlauge neutralisiert 
und sodann getrocknet. Das Praparat zeigt stirkere Hemmungs- 
wirkung (0,7 mg fiir 1 cem Blut). 
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III. Eryruuss pes Heparins AUF DIE FERMENTE 
DES MEERSCHWEINCHENSERUMS. 


1. Butyrase. 


Methodik: Stalagometrische Bestimmung nach Rona und Michaelis. 
Tropfpipette: bei Wasser 89 Tropfen. 


Gesattigte wasserige Tributyrinlosung 50 ccm 
Phosphatgemisch (M/3 KH2PO,1T: M/3 KzsHPO,4 T) 
2 cem 37°C 

Meerschweinchenserum, mit 0,85% NaCl-Losung 

10 fach verdiinnt. 2 ccm 
Heparin in 0,85% NaCl-Loésung (1 mg pro 1eem) 2 ccm 

- sofort nach 1 Stunde Differenz 
mit Heparin 125 Tropfen 99 Tropfen 26 Torpfen 


ohne Heparin 125 oS 99 a 26 fe 


2. Lezithase. 


Das bentitzte Lezithin-Praparat wurde im hiesigen Institut nach 
Levene (1927) aus EHigelb dargestellt. 


0,5% Lezithinsuspension in 0,85% NaCl-Lésung 5ecem 


Phosphatgemisch 

(M/10 NaH2PO0,4T:M/10 Na2aHPO.6T) 1cem -37°C 
Meerschweinchenserum (1: 10) 4 com 
0,85% NaCl-Losung 1 ecem 


Bei dem Hauptversuch wurde 1 mg Heparin vorher mit 1 cem 
NaCl-Lésung versetzt. Die Azidititszunahme wurde nach Zusatz 
von 11 cem Alkohol titrimetrisch mit 50% alkoholischer 0,1 n-Kali- 
lauge gepriift. 
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sofort nach 18 Stunden} nach 42 Stunden 
mit Heparin 0,68 cem 1,25 cem 1,55 cem 
ohne Heparin O07, O595<o 5) Gee es 


3. Kephalinspaltendes Ferment. 


Das ganze Verfahren wurde ahnlich wei bei dem Lezithasen- 
versuch durchgefiihrt. Als Substrat diente 0,5% Kephalinsuspen- 
sion in physiologischer Kochsalzlosung. 


sofort nach 18 Stunden] nach 42 Stunden 
mit Heparin 0,68 cem 0,77 com 0,97 eem 
ohne Heparin (OSG Sines: 0,70 ecem O85. Gy 


4, Glycerophosphatase. 


Als Substrat diente M/100 Natriumeglycerophosphatlosung. 
Die Versuchsanordnung : 


Natriumglycerophosphatlosung 10 eem 

T 4 Meerschweinchenserum (1:10) 10 cem 
Heparinlosung (1 mg pro 1 ecm) . 1 cem 
Natriumeglycerophosphatlosung 10 eem 

II 2 Meerschweinchenserum (1:10) 10 cem 
0,85% NaCl-Losung 1 ecem 
Natriumeglycerophosphatlosung 10 eem 

tI Meerschweinchenserum (1:10) 10 eem 
Heparinlosung (1 mg pro 1 ecm) 1 ecm 
M/10 Glykokoll-Natriumaugepuffer(pH=9,0) 1ecm 


Meerschweinchenserum (1:10) 10 ecm 
0,85% NaCl-Losung 1 ecem 


Natriumglycerophosphatlosung 10 cem 
IV 
M/10 Glykokoll-Natronlaugepuffer 1 ecem 
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Die Lésungen wurden im Brutschrank bei 37°C gehalten. 
Nach Bedarf wurden 2 cem von jeder Lésung abpipettiert und nach 
H. Fiske und J. Subbarow colorimetrisch geprift. 


P-Zunahme nach 18 Stunden 


1b 0,0223 mg 
JEL 0,0154 ,, 
TAH) 0,0209 ,, 
IV 0,0192 ,, 


An vorigen Versuch anschlessend wurde folgender Versuch 
unternommen : 


P-Zunahme nach 18 Stdn. 


Natr. Glyceroph.-Los. 10 ccm 
I Serum 10 eem 0,02237 mg 
Heparinlésung 1leem 


Natr. Glyceroph.-Liés. 10 cem 
II Serum 10 cem 0,01285 mg 
0,85% NaCl-Lésung leem 


0,85% NaCl-Losung 10ccm 


III Serum 10 ccm (—) 
Heparinlosung 1ecem 
Serum 10 eem 

IV (=) 


0,85% NaCl-Lésung 11ceem 


5. Tryptase. 
Als Substrat diente Kongorot-Hiweisskoagulum. (Darstellungs- 
methode, s. Horino(1928) ). 
1) 10cem Meerschweinchenserum (1:10) wurde mit 1 mg Heparin 
versetzt. 
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2) Serum ohne Heparinzusatz. 

Zwei Reihen von Reagenzglasern fiir 1) und 2) wurden von 
2 cem an in absteigender Reihe verdiinnt angeordnet. Jedes wurde 
mit einer kleinen Menge von Kongorot-Hiweisskoagulum versetzt 
und im Brutschrank bei 37°C 2 Stunden lang gehalten. Die Ver- 
farbung der obenstehenden Fliissigkeit ging in beiden Reihen ganz 
parallel. 


6. Peptase. 
lg Witte-Pepton wurde in 100 cem physiologischer Kochsalz- 
losung gelost. 
J. Hauptversuch : 


Peptonlosung 10 eem 
Serum (1:10) 10. 37°C 
Heparinlosung (1 mg pro eem) 1 


IL Kontrollversuch : 


Peptonlésung 10 cem 
Serum (1:10) LOD ss 37°C 
0,85% NaCl-Losung a 


Fir die Untersuchung wurden davon 5 cem herauspipettiert, 
mit 95 eem Alkohol versetzt und mit 90% alkoholischer 0,2 n-Kali- 
lauge gegen Thymolphthalein titriert. \ 


| sofort nach 5 Stunden nach 45 Stunden 


I 0,3 cem 0,51 eem 0,73 eem 
II | 0,3 cem 0,50 eem 0,72 eem 


7. Nuklease. 
Untersuchung nach Pighini’scher Methode. Als Substrat 
wurde 1,6% Lésung von Natriumnukleinat (Merck) in 0,85% 
Kochsalzlo6sung vorbereitet. Die nachstehenden Versuchsmisehun- 
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gen wurden in 37°C gehalten. Mittels Landoltschen Polarisations- 
apparates wurde die Drehungsverdnderung verfolgt. Lange des 
Rohres 1 dm. 


sofort n. 2 Std. n. 4 Std. 


Natriumnukleinatlosung 50 eem 
Serum (1:10) Dias; +1,92 +1,70 + 1,57 
Heparinldsung (Img pro cem) 1 ,, 


Natriumnukleinatlosung 50 eem 
Serum (1:10) 25 +1,93 sr alnele) +1,58 
0,85% NaCl-Lisung 155 

8. Amylase. 


Nach Wohlgemuth untersucht. 1% Starkeldsung wurde mit 
0,85% Kochsalzlosung 2 fach verdiinnt. 

Versuchsanordnung: 10ccm Serum (1:10) wurden mit 1 mg 
Heparin versetzt und in geometrischer Reihe mit 0,85% Kochsalz- 
lésung verdiinnt. Je 2cem dienten zum Versuch. Als Kontrolle 
dasselbe Serum ohne Heparin. 5cem Starkelosung wurden in jedes 
Reagenzglas zugesetzt. Nach 24 Stunden langem Stehen im Brut- 
schrank bei 37°C wurde durch Hintraufelung die Dextrinbildung 
mit 1/10 n-Jodlosung gepriift. 


US cae i 1 y2*) 14 | Us | 1f6 | a2 | 1/64 
mit Heparin + ar + as ste ae — 
ohne Heparin Se + + sie ae = = 
+braun, =blaiulichbraun, — Blau. 
9. Glykolytisches Ferment. 
Vorbereitune : 


1) Als Substrat diente 1%Traubenzuckerlosung in 0,85% Koch- 
salzlosung. 
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2) Heparinplasma (HP) wurde nach Zentrifugieren von 10 cem 
Kaninchenblut herauspipettiert, welches durch Zusatz von 4 mg 
Heparin fliissig blieb. Die dabei angesammelten Erythrocyten 
wurden nach wiederholtem Waschen auf die Anfangsmenge mit 
physiologischer Kochsalzlosung erginzt. (HE). 

3) Von 10 cem defibriniertem Kaninchenblut wurden in ahnlicher 
Weise Serum (S) und Erythroeyten (E) gewonnen. 

Die Versuchsmischungen, die unten tabellarisch angegeben 
sind, wurden im Brutschrank bei 37°C stehen gelassen. Die Zucker- 
menge wurde nach Hagedorn’scher Methode bestimmt. 


Glukosegehalt(%) 
Glukose HP HE S EH 
sofort 1-80 
aT leem | 2cem | 2ccem — — 0,21 0,19 
II ues Orne — — |2cem 0,22 0,19 
ALLO al es — | 2cem | 2cem -- 0,23 0,20 
WHE clea — — |2,, 2cem 0,23 0,20 


IV. DarstTELLUNG DER HAMOLYTISCHEN AMBOZEPTOREN 


Die in den nachstehenden Experimenten gebrauchten Hiaimoly- 
sine wurden in folgender Weise dargestellt. Die Ermittelung ihrer 
hamolytischen Titer wird zusammen in Tabelle A angegeben. 


1) Komplexhamolysin. 


Die Ziegenerythrocyten wurden wiederholt mit 0,85% 
Kochsalzlosung gewaschen und dann mit derselben Kochsalz- 
losung auf die Anfangsblutmenge erganzt. Je 5cem davon 
wurden Kaninchen in die Ohrvene jeden 2. Tag einmal, im 
Ganzen 3mal injiziert. 7 Tage nach letzter Injektion Blut- 
entnahme. Carbolzusatz 0,5%ig. Bezeichnung: H. Hamoly- 
tisches Titer : 1000. 
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2) Proteinogenes Haimolysin. 

a) Aus 50cem defibriniertem Ziegenblut gewonnene Erythrocyten 
wurden mit physiologicher Kochsalzlésung mehrmals gewaschen, 
dann durch Zusatz mit 50 cem destillierten Wassers himolysiert 
und mit 300cem Alkohol extrahiert. (Das Extrakt dient zur 
Erzeugung lipoidogenen Hamolysins, s.u.). Der Extraktions- 
ruckstand wurde mit 95% Alkohol, dann mit Aether gewaschen, 
getrocknet und fein pulverisiert. Diese Trockensubstanz (6,5 @) 
wurde in 50cem physiologischer Kochsalzlosung aufgeschwemmt, 
je 5cem davon in Kaninchen intraperitoneal jedem 2. Tag 
einmal, im Ganzen 3 mal injiziert. Blutentnahme und del. wie 
vorher. Bezeichnung: H(P). Hamolytisches Titer: 1000. 

b) An Stelle der Alkohoiextraktion in vorstehender Methode wurde 
die Alkoholatherextraktion angewandt. Weiteres Verfahren 
war ganz dasselbe. Bezeichnung: H’(P). Hamolytisches 
Titer : 200. 

ec) leem gut gewaschener Ziegenerythrocyten wurde in siedendem 
Wasserbad 2 Stunden erhitzt, darauf mit 5cem H(P) versetzt. 
Zentrifugierung nach 30 Minuten. Die Adsorptionsrestlosung 
wird H’(P) bezeichnet. Hamolytisches Titer: 800. 

3) Das oben beschriebene alkoholische Extrakt von Ziegenblut 
wurde abgedampft, der Riickstand in 50 cem 0,85% Kochsalz- 
losung aufgenommen und sodann zentrifugiert, und ergab eine 
gelblichgriine Flissigkeit. 5 ccm derselben wurden mit 5 ccm 
von 5 fach verditinntem Schweineserum versetzt und Kaninchen 
intravenos injiziert. 3mal Injektionen wie vorher. Das so 
gewonnene Hamolysin wird H(L) bezeichnet. Hamolytisches 
Titer: 200. 

Bei der Anstellung des hiamolytischen Versuches wurde je 
leem 5% Ziegenerythrocytensuspension, Hamolysin und Meer- 
schweinchenserum (1:10) als Komplement gemischt und 2 Stunden 
in den Brutschrank (37°C) gestellt. Der Grad der Haimolyse wird 
wie ublich mit #, + +, und + bezeichnet. In den nachstehenden 
Versuchen wurde tiberall je 1 cem Zellensuspension, Hémolysin und 
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Komplement angewendet. EHinfachheitshalber wird in den nach- 
stehenden Tabellen meist auf die Angabe der Menge der einzelnen 
Bestandteile des hamolytischen Systems verzichtet. 


TABELLE A. 


1/50 | 1/100 | 1/200 | 1/400 | 1/600 | 1/800 |1/1000]1/1500|1/3000 1/6000 


Hamolysin 


H Hh | Ht Ht a tt Ht tt at ae ae 
ECP) tt | Ht 4h | He tt Ht tt | +b + 5 
H’ (P) tt | tt tt + + + ae ee _ 
(2) eeecroal eit tt ttt tt th + + ate - 
is @(@Gp) tt | th = ++ + + + =o) = 


In den folgenden Versuchen 1, 2 und 3 wurde die Priifung des 
Hinflusses von Heparin auf die Komplexhimolysinfunktion und 
die Bedeutung des Heparinplamas als Komplement vorgenommen. 


Versuch 1. 
Hamolysin: Komplexhimolysin H in Verdiinnung 1/100, in ab- 
steigender Reihe verdiinnt. 
Blutzellen : 5% Ziegenerythrocytensuspension. 
Komplement: 1) 5eem Meerschweinchenblut werden mit 3 mg 
Heparin in 1 cem 0,85% NaCl-Lésung versetzt, 
zentrifugiert. Erhaltenes Plasma, mit 0,85% 
NaCl-Loésung 10 fach verdiinnt, dient als Komple- 
ment. (HP). 
2) 10cem Meersehweichenserum (1:10) +10 meg He- 
parin. (SH). 
3) Meerschweinchenserum(1:10). (S). 
I. Hamolysin 1 eem+ Erythrocyten 1 eem+ HP 1leem 
II. Hamolysin 1 eem+ Erythrocyten 1eem+SH leem 
III. Hamolysin 1 eem+Erythroecyten leem+S leem 


cy be 0. 
2 Std. 
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TABELLE I. 


Nr. 


2 3 4 5 6 7 8 9 Loz 


Verdiinn- 
ung d. 
Haimoly- 

sins 


1/100) 1/200) 1/400|1/800 |1/1600)1/3200)1/6490|1/12800|1/25600|1/51200 


Komple- 
ment 
ip eae tt Tit | tk tt te + aie aF = = 
Eieeor. tt nae Ly tt + at a: = = = 
IE 4s) ttt min |) aye tr + = = = = = 
Versuch 2. 
Hamolysin: wie zuvor 
Blutzellen : ebenso 
Komplement: 1) 10mg Heparin in 5cem 0,85% NaCl-Losung 


werden in das Meerschweinchenherz injiziert. 
Blutentnahme nach 5 Minuten. Zentrifugie- 
rung. Das Plasma (HP) 10 fach und 20 fach 
verdiinnt als Komplement beniitzt. 

2) Als Kontrolle, 10 fach und 20 fach verdtnntes 
Meerschweinchenserum. (8S). 


I. Hamolysin 1eem+ Erythrocyten 1leem+HP(1:10) leem 


II. , 
IV. 
III. - 


Hamolysin: 
Blhutzellen : 


Komplement : 


Aer 5 Bate en LON de city © 

Sari - ees ea 20 Flee 82 St. 

50S re , Sere Hee Cl 20 als: 
Versuch 8. 

wie zuvor 

ebenso 


1) 5ceem Meerschweinchenblut+3 mg Heparin in 
leem 0,85% NaCl-Losung. Erhaltenes Plasma 
10 fach verdiinnt. (HP). 


30 K. Yanagisawa: 


2) leem Meerschweinchenblut+1mg Heparin in 
9eem 20,85% NaCl-Lésung. Zentrifugierung. 
CHIPS: 
3) Meerschweinchenserum (1:10). (S). 
I. Hamolysin 1eem+ Erythrocyten leem+ HP 1eem 


Ty - Peg = + » jy TOES, 9 pol Aeta. 
: ee Fae aia ” eds ee ee 
TABELLE IT. 
Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 
Verdiinn- 


1/100 | 1/200 | 1/400 | 1/800 |1/16%0} 1/3200 | 1/6400 | 1/12800 | 1/25600 


HP (1:10)| # | # | t | 4 | + + = - = 
S(1:10)| + | a | a | | + o a ~ - 
HP (1:20)} # | # | # | + |] + = - - — 
S (1:20) | +t th | oe + + = s 2 x 
TABELLE ITT. 
Nr ewe eee ee eRe 5 6 7 8 9 10 
Verdiinn- 
ung d. 
\ Hamoly- 
\ SBS | 1/100|1/200| 1/400|1/80 0|1/1600|1 /3200|1/6400|1/12800|1/25600! 1/51200 
Komple- 
meut 
HP Ht] oat] at] oe] RO | + “e - = 
HP 4] He] ode] ode] RO] +O] t+ + - - 
S a + ~ = 


Aus diesen 3 Tabellen ist ersichtlich, dass das Heparin auf das 
Komplexhamolysin keine Hemmung ausitibt, und dass dabei auch 
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das Heparinplasma sich als Komplement ebenso wie das Serum 
verhalt. 

Ich mochte hier noch kurz hinzufiigen, dass eine gréssere Menge 
Heparin, 5 sogar 10 mg pro 1 ceem Serum(1:10), in keinem hamoly- 
tischen System eine Hemmung aufwies. 


Versuch 4. 

Hamolysin: Komplexhimolysin H in konstanter Menge 1/100 
angeordnet. 

Erythrocyten: wie zuvor 

Komplement: Meerschweinchenserum (1:10). 

Novirudin : 0,1% Loésung in 0,85% NaCl-Losung vorbereitet, in 
absteigender Reihe verdiinnt. 

Je 1 ecem wurde gemischt, jedes Reagenzglas enthielt also 4 ccm. 


TABELLE IV. 


Nr. al} 


bo 
w 
> 
oO 
for) 
a 
co 


Novirudin 


(mg in 1cem) 1 0.5 | 0.25 | 0,125 | 0.0625) 0.0313} 0.0156] 0.0078 


Himolyse = _ == ttt tt ttt it tit 


Versuch 5. 


Aus der Tabelle IV ist ersichtlich, dass das Resultat zwischen 
Nr. 3 und Nr. 4 (d. h. Novirudinmenge 0,25 mg und 0,125 mg) einen 


TABELLE V. 
Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 
Novirudin 0.3 | 0.27 | 0.24] 0.21 | 0.18 | 0.15 | 0.22 | 0.09 


(mg in 1cem) 


Hamolyse = = = = Ets +t ttt +t 
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plotzlichen Wechsel zeigt. In dem Versuch 5 ist also die Hem- 
mungskraft des Novirudins in geringerer Abstufung gepriift. 
Der allmihliche Ubergang ist nun ersichtlich. 


Versuch 6. 


Ich habe schon oben besprochen, dass durch Salzsaurefallung 
gereinigtes Novirudin auf die Hemmung der Blutgerinnung gegen- 
tiber seinem Rohpraparates 2-3 fach starker wirksam ist. In 
diesem Versuch ist das gereinigte Novirudin auf eine antikomple- 
mentare Kraft gepriift. 


TABELLE VI. 


Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 


Novirudin 1 0 


: 0.25 | 0.125 | 0.0625} 0.0313} 0.0156] 0.0078 
(mg in 1 cem) 


Nn 


Hamolyse = = = = tt ttt tit ttt 


Man sieht, dass der Wendepunkt hier zwischen Nr. 4 und 5 
(Novirudinmenge 0,125 mg und 0,0625 mg) fallt und dadurch die 
gerinnungshemmende Kraft mit der antikomplementiren Kraft 
parallel geht. 

Im folgenden Experiment dient das Novirudinplasma als 
Komplement im hamolytischen System. 


Versuch 7. 


Hamolysin: 4H in absteigender Reihe verdtinnt. 

Erythrocyten: 5% Suspension von Ziegenerythrocyten. 

Komplement: 5 ccm Meerschweinchenblut mit 15 mg Novirudin in 
leem 0,85% NaCl-losung versetzt, zentrifugiert. 
Erhaltenes Plasma(NP) mit 0,85% NaCl-losung 10 
fach verdtinnt, als Komplement angewendet. 


> 
’ 
x 
2 
4 


Ss 
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TABELLE VII. 
Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 
Verdiinnung d. 9° 
Hamolyaien 1/100 | 1/200 | 1/400} 1/800 | 1/1600 | 1/3200 | 1/6400 1/12800 
Hamolyse ~ _ ~ - — =_ — - 


In den folgenden Versuchen 8 und 9 ist gezeigt, dass das 
Heparin proteinogenes Hamolysin hemmend beeinflusst. 


Versuch 8. 
Haimolysin: H”’(P) in konstanter Menge 1/400 angeordnet. 
Erythrocyten : 5% Suspension von Ziegenerythrocyten. 
Komplement: Meerschweinchenserum(1:10). 
Heparin: 0,1% Losung in 0,85% NaCl-Lésung vorbereitet, in 
absteigender Reihe verdiinnt. 
TABELLE VIII. 
Nr. 1 2 3 + 5 6 7 8 
ee 1 | 0.5 | 0.25 | 0.125 | 0.0625] 0.0313] 0.0156] 0.0078 
(mg in 1cem) 
Hamolyse = _ as tt tH tt tit ttt 
Versuch 9. 
Hamolysin: H’(P) in konstanter Menge 1/50 angeordnet. 


Sonst wie vorher. 

Ich habe mit einem anderen proteinogenen Antiziegenblut- 
hamolysin, welches durch Rinderblutinjektion an Kaninchen erzeugt 
wurde, einen ahnlichen Versuch gemacht und auch dasselbe Resultat 


bekommen. 
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TABELLE IX. 


Nr. 1 2 3 4 5 6 i 8 
Be eas a0 0.5 | 0.25 | 0.125 | 0.0625] 0,0313) 0.0156] 0,0078 
Himolyse = = ae tHe tH tt tt tt 


Im nachsten Versuch wird Heparin mit lipoidogenem Hamoly- 
sin in einem himolytischen System zusammengebracht. 


Versuch 10. 


Hamolysin: H(L) in konstanter Menge 1/50 angeordnet. 
Erythrocyten: 5% Suspension von Ziegenerythrocyten. 
Komplement: Meerschweinchenserum (1:10). 


Heparin: wie zuvor verdiinnt. 
TABELLE X. 
Nr. 1 2 3 aa 5 6 7 8 
Heparin 


: 1 0.5 0.25 | 0.125 | 0.0625) 0.0313) 0.0156} 0.0078 
(mg in 1.ccm) 


Hamolyse at ttt tt ttt tt ttt tt ttt 


Ks ist klar, dass Heparin auf proteinogenes Haémolysin keine 
Hemmung austibt. Das Novirudin dagegen beeintrachtigt sowohl 
die Wirkung des proteinogenen, als auch des lipoidogenen Hamoly- 
sins gleichartig, was aus den folgenden Tabellen XI, XII und XIII 
ersichtlich ist. 


Versuch 11. 
Hamolysnm: H’(P) in konstanter Menge 1/400 angeordnet. 
Erythrocyten: 5% Suspension. 
Komplement: Meerschweinchenserum(1:10). 
Novirudin : 0,1% Losung, in absteigender Reihe verdiinnt. 
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TABELLE XI. 


Nr. af: 2 3 4 5 6 tf 8 
Novirudin s 
Gaetan ieee) 1. 0.5 0.25 | 0.125 | 0.0625] 0.0313] 0.0156] 0.0078 
Hamolyse = = = tH tt tt tit tt 
Versuch 12 


Hamolysin: H’(P) in konstanter Menge 1/50. 
Sonst wie vorher. 


TABELLE XII. 
Nr. UT a eer a ee 5 6 7 8 
Picea 1 | 05 | 0.25 0.125 | 0.0625] 0.0313] 0.0156] 0.0078 
Hiimolyse =- = = tte ttt tH tt tt 


Versuch 13. 
Hamolysin: H(UL) in konstanter Menge 1/50. 
Sonst wie vorher. 


TABELLE XIII. 


Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 
eee ae - 1 | 05 | 0.251 0,125 | 0.0625] 0.0313] 0.0156] 0.0078 
Hamolyse = = == tH ttt tt tt tt 


In den Experimenten 14, 15 und 16 wird das Meerschwein- 
chenoxalatplasma als Komplement im hamolytischen System ange- 
wendet. 
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Versuch 14. 
Hamolysm: H’(P) 1/100 in absteigender Reihe verdinnt. 
Erythrocyten: 5% Suspension. 
Komplement: 1) Oxalatplasma von Meerschweinchenblut 10 fach 
verdiinnt, in konstanter Menge angeordnet. 
2) Zur Kontrolle Meerschweinchenserum (1:10). 


TABELLE XIV. 


iINz. af} 


bo 
w 
He 
oO 
fer) 
qq 
oo 


Verdiinnung d. 
Hiamolysins 
1/100 | 1/200 | 1/400 | 1/800 | 1/1600 | 1/3200} 1/6400 | 1/12890 


Komplement 


Oxalatplasma tit 
tt 


# 3 
+ 
ek 
m 

I 


Serum 


Versuch 15. 
Hamolysin: H’(P) 1/25 in absteigender Reihe verdiinnt. 
Erythrocyten: wie zuvor 
Komplement: Do. : 


TABELLE XV. 


x Verdiinnung d. 
~ Hiamolysins : 
= < 1/25 | 1/50 | 1/100] 1/200 | 1/400 | 1/800 | 1/1600} 1/3200 


Komplement ane 


Oxalatplasma 


= = 
rae ad 


+ = 
+ 
+ 
H+ H 


Serum 


OO EE EEE EEO 
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Versuch 16. 


Hamolysin: H(L) 1/50 in absteigender Reihe vordiinnt. 
Erythrocyten: wie zuvor 
Komplement: Do. 

Hamolyse war nach einer Stunde wie folet. 


TABELLE XVI. 


Nr. AL 2 3 4 


Or 
lor) 
“N 
CO 


Verdiinnung d. 


~~ Hamolysins - 
Sate : 1/50 | 1/100 | 1/200 | 1/400 | 1/800 | 1/1600 | 1/3200) 1/6400 
Komplement ~ 
mplemen = 
Oxalatplasma + a5 ee 25 = _ ~ = 
Serum Ht ah nn ++ ae + = oe 


Aus den Tabellen XIV und XV ist ersichtlich, dass das Oxalat- 
plasma eine den Serum gleiche Stellung einnimmt und auf das 
proteinogene Hamolysin eine komplettierende Wirkung leistet, 
wahrend es sich in der Tabelle XVI gegeniiber dem lipoidogenen 
Hamolysin minderwertig verhalt. 


Versuch 17. 


Hamolysin:  H 1/100 in absteigender Reihe verdinnt. 

Erythrocyten: wie zuvor 

Komplement: Meerschweinchenserum wird nach Liefmann in 
Globulin- (G) und Albuminfraktion (A) gespalten. 
Beide Fraktionen werden der Regel entsprechend 
verdiinnt, die Halften von jeder mit Heparin ver- 
setzt (lmg Heparin fiir 10cem Fraktion). (GH) und 


(AH). 
I. Hamolysin 1 eem+ Erythrocyten 1eem+G 1eem+AH 1 com 
IT bbs ” Pes =p 99 bind ” + A ” 22, +GH ? 7 
ene ” 2 to) ”? A 9 o):} bP) +GH,, ? +AH ” bP) 


Ey. 2? oP) ) - 9 7 ? +G oP) ) +A 2) oP) 
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TABELLE XVII. 


Nr. 1 


bo 
w 


4 5 6 7 8 


Verdiinnung d. 
Hamolysins 
1/100 | 1/200 | 1/400 | 1/800 | 1/1600 | 1/3200 | 1/6400 | 1/12800 


Komplement 


G+AH = el Gee = = = = _ 
A+GH = - = 
GH+AH = - - - - ~ 
G+A ASH PS owe = 
Versuch 18. 
Hamolysin: wie voriges 


Erythrocyten : ebenso 

Komplement: Meerschweinchenserum wird einerseits 1m voraus 
mit Heparin versetzt (2mg Heparin pro 1ecem 
Serum) und dann nach Liefmann in zwei Frak- 
tionen geteilt (HG) u. (HA); anderseits Serum 
ohne Heparinzusatz in die beiden Fraktionen gespal- 
ten. (G) u. (A). Diese 4 Fraktionen werden wie 
folet kombiniert : 


TABELLE XVIII. 


Nie 1 2 3 1 5 6 7 8 


Verdiinnung d. 
Haimolysins 


1/100 | 1/200 | 1/400 | 1/800 | 1/1600 | 1/3200 | 1/6400 | 1/12800 


Komplement 


G+HA ~}- |] = - - 
A+HG esd ah) Sa) eee z = 
HG+HA eer le eS ee oy Na = 
G+A se ne 


| 


lH 

H- 
| 
I 
| 


a Ay a 
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I. Hamolysin 1 cem+ Erythrocyten 1eem+ G1ceem+HA 1 cem 


JA 7} >) ) at 9 ”) ”? 7 A ”? ah) HG 39? 
TS PP) ”? bb) ci oy ? ? “HG... “r) +HA 7 eos 
TV. ? ? ”? a: ose) # ” ” “+ G ? 9 = A 20 9: 

Versuch 19. 
Hamolysin: wie zuvor 


Erythrocyten: ebenso 

Komplement: Meerschweinchenserum wird einerseits nach Noviru- 
dinzusatz (2mg Novirudin pro 1 cem Serum) nach 
Liefmann in die beiden Fraktionen zerlegt (NG) 
u. (NA); anderseits Serum ohne Novirudinzusatz 
ebenso gespalten. (G) u. (A). Diese 4 Fraktionen 
werden kombiniert : 


I. Hamolysin 1 eem+ Erythrocyten leem+ G1eem+NA 1 cem 


106 ” ” 9 al hy) ) ”? ar A ? ?? +NG ” bp) 
lie 9? ”? > ip 99 9 9? a NG ”? 97 +NA 9? 9) 
VI. 9 ” Pps ok ” ) ”? =f G ” bP) a A ”? 9 

TABELLE XIX. 
Nr. il 2 3 4 5 6 7 8 


Verdiinnung d. 
Hamolysins 


1/100 | 1/200 | 1/400 | 1/800 | 1/1600) 1/3200 | 1/6400 | 1/12800 


Komplement 
G+NA aD ot =a = = = = = 
A+NG tte tt + + ae ee = as 
NG+NA - = = = == = = = 
G+A ttt tt + ++ tr sd =e = 
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In der II. Reihe der Versuche 18 und 19 verhalt sich das HG 
und NG wie das G. Das zeigt nur an, dass das Heparin oder das 
Novirudin beim Durchleiten der Kohlenséure nicht mit Globulin 
gefallt wurde, oder dass das eventuell mitgefallte Heparin oder 
Novirudin nachher durch Wasser ausgewaschen wurde. 


Versuch 20. 
Hamolysin: H’(P). 
Erythrocyten: wie zuvor 
Komplement: 1) Meerschweinchenserum wird nach Liefmann in 
verdinnte Globulin- (G) und Albuminfraktion 
(A) geteilt, um diese darauf wieder in eine 
Mischung zusammenzubringen. (AG). 
2) Als Kontrolle zu 1) wird Meerschweinchenserum 
mit 0,85% NaCl-lésung 20 fach verdiinnt. 
I. Hamolysin 1 eem+ Erythrocyten 1 cem+AG 2 cem 
Il. Rs oy ae eae ss otha a 2 em 


TABELLE XX. 


Nr. | ak 


bo 
oo 
> 
oO 
a 
~ 
es) 


Pe Verdiinnung d. 
~ Hiimolysi 
Ame) 1/50 | 1/100 | 1/200 | 1/400 | 1/800 | 1/1600 | 1/3200 | 1/6400 


Ss 


Kom lement = 
p ae 


AG 
) 


= oes 
Soe 
— 

- 
+ H+ 
me 
4 
{4 


Verstich 21. 
Hamolysin: “H*(P). 
Erythrocyten: wie zuvor 
Komplement: wie voriges 
Mengenverhaltnis: ebenso. 


— 


Si er 
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TABELLE XXI, 


Nr. 1 2 3 4 5 6 


“I 
me) 


Verdiinnung d. 
Hiaimolysins hs 
‘ 1/25 | 1/150 | 1/100] 1/200 | 1/400 | 1/800 | 1/1600 | 1/3200 


Komplement 


AG tt tt ++ ae ac = = zs 
Ss tt ttt ttt + ar ar = 
Versuch 22. 
Hamolysin: H(L) 
Erythrocyten: wie zuvor 
Komplement: ebenso 
Mengenverhaltnis: ebenso 
TABELLE XXII. 
Nr. i 2 3 4 5 6 if 8 


Verdiinnung d. 
Hamolysin 
: 1/25 | 1/50 | 1/100 1/200 | 1/400 | 1/800 | 1/1600 | 1/3200 


Komplement 


AG So Se SE AURA rece Nokes y Peo | te 
S reg ig a eo ae ee a 


In den Tabellen XX, XXI und XXII ist gezeigt, dass die 
Mischunge der Komplementkomponenten gegentiber dem proteino- 
eenen Himolysin vollig wirksam ist, ganz schwach dagegen gegen- 
iiber dem lipoidogenen. 
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PHOSPHATE IM HARN BEI ZUFUHR VON 
GALLENSAURE. 


Von 


KANZI FUZIWARA. x 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut Okayama. 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(Hingegangen am 1. Dezember 1930) 


Seit Shiff (1870) and Stadelmann (1896) ist allgemein 
bekannt, dass die Gallensiure einen enterohepatischen Kreislauf 
hat, indem die durch die Gallen in den Darm gelangte Gallenséure 
wieder von der Darmschleimhaut aufgenommen, von der Leber 
abgefangen und dann aufs neue zur Gallenbildung verwendet wird. 

Es ist auch allgemein anerkannt, dass die Verdauung der 
Nahrung im Darm im alkalischen Medium vor sich geht, und dass 
diese Alkalitat durch die Galle bedingt wird. Schon Karasawa 
(1926, 1927), Hatakeyama (1927) und Okamura (1928) haben 
nachgewiesen, dass die Gallenséure die Wirkung der Nucleinase in 
der Leber und im Darm sowie den Nucleinstoffwechsel im Organis- 
mus fordert und dass dadurch die Phosphorsaure im Harn sich 
vermehrt. 

Die Ausscheidung der Phosphorséure wird wesentlich durch 
die gleichzeitige Anwesenheit anderer Mineralstoffe, namentlich der 
alkalisechen Erden beeinflusst. Schon Sekitoo (1929) hat be- 
wiesen, dass das Calcium im Harn durch die Zufuhr von Gallen- 
sdure gesteigert wird. 

Auf Grund dieser Tatsachen kam Itoo (1930) zu der Ansicht, 
dass sich die Phosphate infolge der fordernden Wirkung der Gallen- 
siure auf den Nucleinstoffwechsel in der Galle vermehren und 
dadurch die Wasserstoffionenkonzentration in der Galle beeinflusst 
werden muss, und er hat gefunden, dass das pH der Galle durch 
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Zufuhr von Gallensiure erhoht wird, und dass diese Steigerung des 
pH mit der Menge der Gallensaéureausscheidung fast parallel geht. 
Dabei hat er betont, dass die Gallensdiure in der Galle als regulie- 
render Faktor der Wasserstoffionenkonzentration eine gewisse Rolle 
spielt und die Alkalitét des Darmes bei der Verdauung beeinflusst. 

Die Phosphate scheinen bei der Regulierung der Reaktion der 
Korpersafte eine wichtige Rolle zu spielen. Mit den Mischungen 
von primaren und sekundaren Alkaliphosphaten, wie sie innerhalb 
des Organismus vorkommen, konnen sich erhebliche Quantitaten 
freier Sauren bzw. freier Basen umsetzen, ohne dass eine stark 
saure oder stark alkalische Reaktion auftritt. Entlediet sich der 
Organismus der unter der Saéureeinwirkung entstandenen H»POs- 
Tonen durch die Nieren, so ist damit das Reaktionsegleichgewicht 
wiederhergestellt. 

Es ist bekannt, dass die sauren primaéren und. alkalischen 
sekundaéren Phosphate in den Korperfliissigkeiten und <Ausschei- 
dungen vorhanden sind, und dass im Harn des Menschen ein 
primiares Phosphat und im Korpersaft ein sekundires vorherrscht. 

Nach diesen Daten kann man wohl zu der Auffassung kommen, 
dass die alkalisch reagierenden sekundaren Phosphate im Harn sich 
durch Zufuhr von Gallenséure vermehren miissen, wenn dase pH 
der Lebergalle durch Zufuhr von Gallenséure gesteigert wird. In 
diesem Sinne habe ich die Phosphate im Harn untersucht. 


Experimenteller Teil. 


MertHopik. 


Als Versuchstiere wurden im Kafig ruhig gehaltene, gut ent- 
wickelte minnliche Kaninchen verwendet. Vor dem Versuche 
wurden die Kaninechen 2-3 Wochen lang mit folgender Nahrung 
gefiittert: Trockne Okara 50g, frisches Gemiise 50 g@ und Wasser 
120 cem. 

Erst nachdem das Korpergewicht und die Harnmenge eines 


—a 
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Tieres konstant geworden waren, wurde mit dem Versuch begonnen. 
Wahrend des Versuches wurde den Kaninchen dieselbe Nahrung 
wie vorher verabreicht. 

Der tagliche Harn wurde von morgens 8 Uhr bis zum nachstea 
Morgen 8 Uhr gesammelt und durch Katheterisieren scharf 
abgegrenzt. 

Nachdem der tagliche Phosphatwert im Harn einige Tage 
hindureh annahernd konstant geblieben war, wurden dem Kanin- 
chen 1.5—2.0 cem einer 1%igen Natriumcholatlosung pro ke Korper- 
gewicht an 1 oder 2 Tagen subkutan injiziert, und der Harn 
wahrend der Injektionstage und an den folgenden 34 Tagen unter- 
sucht. 

Der tagliche Harn wurde zentrifugiert und in die beiden 
Portion: Rickstand und Zentrifugat getrennt. Jedesmal 
wurden in den beiden Portionen die gesamten Phosphate und die 
primaren Phosphate getrennt bestimmt und die Differenzen 
zwischen beiden Werten als die dem einfach sauren Phosphat 
angehorenden Phosphate bezeichnet. 

Der Rickstand wurde in einem bestimmten Volumen Wasser 
suspendiert, und davon unter Schiitteln 2 mal 50 cem abpipettiert. 
In der einen Portion wurden die gesamten Phosphate durch Uran- 
losung titriert, und in der anderen Portion ohne Hinzuftigen der 
Essigséuremischung die primaéren Phosphate durch Uranlosung 
ebenfalls bestimmt. 

Von dem Zentrifugat wurden 2 Portionen zu je 50 cem abpipet- 
tiert; dann wurden in der einen Portion die gesamten Phosphate 
mittels Uranlésumg, in der anderen Portion die primaren Phosphate 
nach Freund bestimmt. Die Resultate sind in der folgenden 
Tabelle zusammengestellt. 

Um das Ergebnis besser verstandlich zu machen, habe ich den 
prozentualen Gehalt der von der gesamten Phosphorsaure auf das 
primaire und sekundare Phosphat entfallenden Anteile angegeben 
und den prozentualen Gehalt bei Zufuhr von Gallensaure mit dem 
der Vor- und Nachperiode verglichen, welcher aus den durch- 


46 K. Fuziwara: 


schnittlichen Werten der primiéren und sekundaren Phosphatmenge 
berechnet gefunden wurde. 

Aus den Versuchen I-IX der Tabelle wird ersichtlich, dass von 
der gesamten Phosphorséure 59.1-66.3%, durechschnittlich 61.4%, 
auf das einfach saure Phosphat, und 33.7-40.9%, durchschnittlich 
34.6%, auf das zweifach saure Phosphat entfallen. 

Aus den Daten kann man schliessen, dass im Kaninchenharn 
das sekundare Phosphat vorherrschend ist. 

Die Versuche I-IX zeigen, dass der prozentuale Gehalt des 
sekundaren Phosphates bei Zufuhr von Gallensdéure verglichen 
sowohl mit dem der Nach- als auch der Vorperiode bei 8 unter den 
9 Fallen um 0.3-6.5% vermehrt gefunden wurde, wahrend der 
des primadren Phosphates gerade umgekehrt vermindert gefunden 
wurde. Nur bei einem Fall wurde das Ergebnis unbestimmt 
wurde. Nur bei einem Fall wurde kein eindeutiges Ergebnis 
gefunden. 

Aus den obigen Befunden geht hervor, dass sich das sekundare 
Phosphat im Kaninchenharn durch Zufuhr von Gallensaure ver- 
mehrt, wahrend sich das primare Phosphat im Gegensatz dazu 
vermindert. 

Nach der Angabe von Hatakeyama (1927) wird die Phos- 
phorsaureausscheidung im Harn des Kaninchens durch Zufuhr von 
Gallensaure gesteigert. 

Aus meinen Daten geht hervor, dass die Véermehrunge der 
Phosphorséure bei Zufuhr von Gallenséure hauptsdchlich auf der 
Vermehrung des sekundaren Phosphates beruht. 

Sekitoo hat kiirzlich beobachtet, dass die Zufuhr von Gallen- 
sdure im Kaninchenorganismus die Ausscheidung der Erdalkalien, 
bzw. des Calciums im Harn stark fordert, wahrend die der Alkahen 
(Na u. K) fast unbeeinflusst bleibt. 

Auf Grund der oben genannten Daten komme ich zu dem 
Schluss, dass die Zufuhr von Gallenséiure die Ausscheidung der 
Erdalkalhenphosphate fordert. Die phosphorsauren Salze des 
Harns werden bekanntlich zum Teil im Organismus aus phosphor- 
haltigem organischem Material gebildet, von welchem in erster 
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Phosphate im Harn bei Zufuhr von Gallensaure. 
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K. Fuziwara. 


Linie die Nucleoproteide, Knochen, Lecithin und andere Phospha- 
tide zu nennen sind. Die Vermehrung der sekundiaren Phosphate 
im Harn ist hochstwahrscheinlich durch die fordernde Wirkung der 
Gallensaure auf den Nucleinstoffwechsel bedingt. 

Diese Tatsache scheint darauf hinzudeuten, dass sich das 
sekundare Erdalkalienphosphat in den Korperfliissigkeiten ver- 
mehrt, und dadurech die Alkalireserve der Ko6rperfliissigkeit 
gesteigert wird. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Im Kaninchenharn ist das sekundére Phosphat starker 
vertreten als das primare. 

2. Die Ausscheidung des sekundaren Phosphates im Harn 
wird durch Zufuhr von Gallensaure gesteigert, wahrend die des 
primaren dadurch herabgesetzt wird. 

3. Die vermehrte Ausscheidung der Phosphorsaéure im Harn 
bei Zufuhr von Gallensaure beruht auf der Vermehruneg des 
sekundaéren Phosphates. 

Aus den Daten scheint mir hervorzugehen, dass dadurch das 
pH des Harns erhoht wird. 
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KONSTITUTION DER POLYPEPTIDE UND 
PROTEOLYTISCHE FERMENTE. 


Von 


KORETAKA SUZUKI. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen Akademie 
au Chiba. Direktor: Prof. S. Akamatsu.) 


(Eingegangen am 1. Dezember 1930) 


Uber die Beziehung der Konstitution der Polypeptide zum 
Wirkungsbereich der proteolytischen Fermente wurde zuerst von 
Fischer und Abderhalden (1905) berichtet. Deren Ergebnisse 
wurden aber, wenn sie auch lange anerkannt waren, durch die von 
Waldschmidt-Leitz und Harteneck (1925) verdéffentlichten 
Untersuchungen natiirlicherweise verandert. Dabei glaubte man 
zuerst, dass das Trypsin synthetisch dargestellte einfache Peptide 
nicht spaltete. Aber durch die weiteren Foschungen von Wald- 
sechmidt-Leitz, Abderhalden u.a. ist klar geworden, dass 
gewisse Arten von Peptiden durch Trypsin hydrolysierbar sind. 

Unter diesen Untersuchungen ist diejenige mit den acylierten 
Peptiden besonders interessant. Diese biissen namlich die erep- 
tische Spaltbarkeit dadurch ein, dass eine Acylgruppe, sei es 
p-Naphthalinsulfonyl-, Phthalyl-, Benzoyl-, Acetyl- oder Carbo- 
athoxyl, an die freie Aminogruppe gebunden wird; sie werden nun 
dureh Trypsin und Trypsin-Kinase spaltbar und sollen dabei von 
der Natur des an den Peptiden vorliegenden Aminosaurerestes nicht 
abhangig sein. Die Ursache der Spaltbarkeit der acylerten Peptide 
durch Trypsin soll tiberhaupt darin zu suchen sein, dass die Saure- 
natur der Carboxylgruppe der Peptide, infolge der Bedeckung der 
freien Aminogruppe, verstarkt wird. 

Ferner ist es interessant, dass gewisse tyrosinhaltige Poly- 
peptide durch Trypsin spaltbar sind. Waldschmidt-Leitz, 
Schaffner, Schlatter und Klein (1928) beobachteten, dass 
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l-Leucyl-triglyeyl-l-tyrosin nur durch Trypsin und Trypsin-Kinase 
gespalten wird, wahrend die Tri- und Tetrapeptide, /-Leucyl- 
elyeyl-l-tyrosin und Glyeyl-d-alanyl-l-tyrosin und Glyeyl-d-alanyl- 
elyeyl-l-tyrosin, sowohl durch Hrepsin, als auch durch Trypsin und 
Trypsin-Kinase gespalten werden. Wenn man in Betracht zieht, 
dass Glycyl-l-tyrosin ein spezifisches Substrat des Erepsins ist, 
musste die Lange der Peptidkette als ein Bestimmungsfaktor des 
Wirkungsbereichs der Proteasen anerkannt werden. 

Da aber andererseits bekannt ist, dass die Anzahl der Amino- 
sauren im Aufbau der Polypeptide nicht immer etwas mit der 
tryptischen Spaltbarkeit zu tun hat, so konnte man wohl annehmen, 
dass die an die Phenylgruppe gebundene OH-Gruppe in diesem 
Fall von besonderer Bedeutung ist, und zwar, dass diese OH-Gruppe 
irgendeinen verstarkenden Einfluss auf die Saéurenatur der freien 
COOH des Tyrosins hat. Aber es ist auch moéglich zu denken, dass 
der Tyrosinrest selbst in der Polypeptidkette, oder im allgemeinen 
gesprochen, die Arten einer an der Bildung von Polypeptid 
beteihgten Aminosaure tiberhaupt, die tryptische Spaltbarkeit 
bestimmt. Waldschmidt-Leitz, Klein u. Schaffner (1928) 
haben wohl gefunden, dass d-Phenylalanyl-d-arginin nicht nur 
durch Erepsin, sondern auch durch Trypsin-Kinase gespalten 
werden konnen. Die Beziehungen zwischen der Angreifbarkeit 
durch Trypsin und der verstarkten Séurenatur yon Polypeptid 
sind aber von Abderhalden und Schwab (1929) noch in Zweifel 
gezogen. Der Grund ihres Zweifels besteht darin, dass d/-Bromiso- 
eapronyl-l-tyrosin und dl-Bromisocapronyl-dl-phenylalanin durch 
Trypsin nicht zu spalten sind, aber dl-Leucyl-l-histidin und dl-a- 
Bromisocapronyl-/-histidin durch dasselbe gespalten werden 
konnen. 

In neuverer Zeit wurde von Abderhalden, Schwab und 
Bahn (1927-1930) berichtet, dass d-Glutaminyl-/-tyrosin, Glycyl- 
I-tyrosin, d, /-Alanyl-l-tyrosin, d, l-Norleucyl-l-tyrosin, d, l-Norvaly]- 
l-tyrosin, d, /-Valyl-l-tyrosin, und d, /-Leucyl]-l-tyrosin, obgleich von 
Dipeptidnatur, durch Trypsin-Kinase spaltbar sind. Diese tyrosin- 
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haltigen Dipeptide kommen aber auch durch Erepsin zur Spaltung. 


~ Die Angabe, dass Glyeyl-l-tyrosin auch durch Trypsin-Kinase 


spaltbar ist, widerspricht der von Waldschmidt-Leitz, Grass- 
mann und Schlatter (1927) ; man muss also auf weitere Unter- 
suchungen warten. Wenn man im Anschluss an die bisher erfolg- 
ten Untersuchungen der oben genannten Autoren iiber die Bezie- 
hung der chemischen Struktur zur tryptischen Angreifbarkeit nach- 
denkt, so scheint es sich, wie schon oben angedeutet, um die Linge 
der Polypeptdkette, die verstarkte Saurenatur des Polypeptid und 
seineTyrosinhaltigkeit zu handeln. Jedenfalls werden die kiinstlich 
dargestellten Polypeptide, welche uns durch Trypsin-Kinase als 
spaltbar bekannt sind, auch durch Trypsin oder Erepsin gepalten. 
Daher kann man leicht erkennen, dass es zum Fortschritte der 
EHiweisschemie beitragen wiirde, wenn ein Substrat aus Amino- 
sauren synthetisiert wiirde, das nur durch Trypsin-Kinase spaltbar 
ist. Ein solches Polypeptid muss sicher vorhanden sein, da man 
dureh die Arbeit von Waldschmidt-Leitz und Kiinstner 
(1927) weiss, dass die NH»s- und COOH-Gruppe bei Hydrolyse des 
Hiweisses durch Pepsin oder Trypsin-Kinase immer im Verhaltnis 
1:1 zunimmt. 

Wir hatten schon friiher ein grosses Interesse an der Frage, 
welchen Hinfluss tiberhaupt Monoaminodicarbonsaure oder Di- 
aminomonocarbonsaure als ein Baustein der Polypeptide auf die 
fermentative Hydrolysierbarkeit auszuiiben imstande ist. Unter 
den Dicarbonsauren ist die Asparaginsaure zur Untersuchung am 
meisten geeignet und Nakashima (1927) beobachtete friiher bei 
der Untersuchung mit aus Glycin und Asparaginsaure bestehendem 
Dipeptid, dass Glyeyl--asparagin durch Erepsin viel besser als 
Glyeyl-asparaginsaure und Asparagylglycin gespalten wird. Aber 
nicht jedes Dipeptid ist durch Trypsin zu spalten. Es interessierte 
uns nun zu untersuchen, welche Veranderung in dem fermenta- 
tiven Verhalten sich zeigen wird, wenn die Dipeptidkette zu 
Tripeptid verlingert wiirde. Ich habe daher Glycyl-glycyl-l- 
asparagin(1), Glycyl-glycyl-l-asparaginsaure (2), - dl-Asparagyl- 
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diglyein(3) und Glycyl-dl-asparagyl-glycin(4) zur Darstellung 
gebracht. 

(1) NH»:-CHe-CO-NH:-CH2CO-NH:CH:-COOH 
CH»-CONHs 
(2) NHe-CHe-CO-NH-CH2-CO-NH:CH:COOH 
CH-»COOH 
(3) NH»_-CH-CO-NH-CH2COOH 
CH»-CO-NH-CHs-COOH 
(4) NH2CHeCO-NH:CH-CO:-NH-CH2:COOH 

CH-»COOH 


Bei der Hinwirkung von Papain, Papain-HCN, Pepsin, 
Trypsin, Trypsin-Kinase und Erepsin auf diese vier Tripeptide 
beobachtete ich, dass dieselben nur durch Erepsin, aber nicht durch 
die anderen gespalten werden konnen. 


“Heit in. Stan. 
= 0 4 24 120 
Substrate es 
ody 

1. Glyeylglycylasparagin 0% 67% 109% 130% 
2. Glycylglycylasparaginsiure 0 30 63 83 
3. Glycylasparagylglycin 0 1,5 18 56 
4. Asparagyldiglycin 0 0 10 25 


Dabei wird Glycyl-glyeyl-l-asparagin am starksten gespalten 
und nach 24 Stunden kommt 109% Hydrolyse zu Stande. Dann 
folet Glyeyl-glycyl-l-asparaginsdure: 63% Hydrolyse in derselben 
Zeit. Das hydrolytische Prozent wird aus der Zunahme des 
Amino-N berechnet, den praformiert vorhandenen Amino-N als 
eins annehmend; die vollsténdige Spaltung macht also 200%. 
Dagegen werden Glycyl-dl-asparagyl-glycin und dl-Asparagyl- 
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diglycin in viel geringerem Grade gespalten. Aber da diese zwei 
Tripetide, wie ihre Synthese zeigt, razemische Asparaginsaure 
enthalten, ist ihre Spaltbarkeit mit der der anderen Tripeptiden, 
welche das natiirliche Asparagin oder Asparaginsdure enthalten, 
nicht ohne weiteres zu vergleichen. 

Aus dem obigen Ergebnis kann man ersehen, dass die einfache 
Verlangerung der Kette dem aus Glycin und Asparaginsdure auf- 
gebauten Dipeptid nicht die Beschaffenheit eines Substrats des 
Trypsins gewahrt. Die ausgeprigte Saurenatur der Substrate und 
die Anordnung der 2 Molekiile Glycin und ein Molekiil Asparagin- 
saure in der Peptidbindung spielen dabei keine Rolle. Man sieht 
ausserdem dass durch Bedeckung einer COOH-Gruppe des Aspara- 
ginsdurerests mit einer Aminogruppe die Glycyl-glycyl-l-aspara- 
ginsdure leichter hydrolysierbar wird, wie es bei Glyeyl-l-asparagin- 
saure der Fall war. 

Ich komme nun zum zweiten Gedankengang, und zwar handelt 
es sich um Tyrosin. Die Angaben von Waldschmidt-Leitz, 
Grassmann und Schlatter(1927) tiber das /-Leucyl-triglycyl- 
l-tyrosin, sowie die von Abderhalden und Schwab (1929) tiber 
dl-Phenylalanyl-l-tyrosin und /-Tyrosyl-/-tyrosin sind sehr scha- 
tzenswert. Jenes tyrosinhaltige Tetrapeptid ist aber sowohl durch 
Trypsin-Kinase als auch durch Trypsin spaltbar. 

Ob die letzten zwei Dipeptide auch noch durch das nicht 
aktivierte Trypsin gespalten werden konnen, ist leider noch nicht 
klargestellt. Wenn das Tyrosin, an dem Peptidaufbau teilnehmend, 
ihm eine neue Beschaffenheit als enzymatisches Substrat verleiht, 
kénnte man bei einer Peptidverbindung aus Asparaginsaéure und 
Tyrosin ein spezifisches Verhalten gegen Protease erwarten. Ich 
stellte daher dl-Asparagyl-di-l-tyrosin(5) dar. 

Das Ergebniss mit diesem Tripeptid war sehr bemerkenswert. 
Dieses Substrat war durch Pepsin, Trypsin (nicht aktiviert), 
Papain, Papain-HCN und Erepsin nicht spaltbar. Bei der Hin- 
wirkung von Trypsin-Kinase konnte dagegen eine deutliche Hydro- 
lyse beobachtet werden. Der bei verschiedener Aziditat ausgeftihrte 
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(5) COOH 
| 
CO-NH:-CH:CH2°C 


CH:NH»2 COR 
COOH 


| 
CH2CO:NH:-CH:CH2-C 


Versuch ergab, dass das dl-Asparagyl-di-l-tyrosin am besten bei Ph 
8,3 spaltbar war. 


7,11 7,76 8,33 9,16 
Zeit in Stn 


0 0% 0% 0% 0% 


24 5,0 16,0 18,0 5,0 
48 13,3 26,6 30,0 13,3 
120 51,7 66,7 76,6 » 50,0 


Ks ist sehr interessant, dass das dl-Asparagyl-di-l-tyrosin unter 
den verschiedenen Proteasen nur von Trypsin, und zwar im von 
Enterokinase aktivierten Zustande spaltbar ist. Soweit uns bis 
heute bekannt, wird jenes, das durch Trypsin-Kinase hydrolysierbar 
ist, zugleich auch durch Trypsin gespalten. Es kommt nicht darauf 
an, ob es sich um synthetisch dargestellte Polypeptide oder partielle 
Spalteprodukte von Eiweiss handelt. Protamin macht auch keine 
Ausnahme. Die Wirkung der Enterokinase ist in solehen Fallen 
nur auf die Verstirkung der Trypsinwirkung beschrankt. Mit 
anderen Worten: die Wirkung des Trypsins wird durch Aktivie- 


———— 
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rung nicht qualitativ erweitert, sondern bloss im quantitativen 
Sinne vergrossert. Nur bei der Hydrolyse des hochmolekularen 
Hiweisses ist die Enterokinase absolut notwendig. 

Kin einfaches Substrat, das ausschliesslich durch aktiviertes 
Trypsin angegriffen wird, dessen chemische Konstitution wohl 
bekannt ist, und das vor allem im Laboratorium kiinstlich aus den 
Aminosauren aufgebaut werden kann, war aus manchen Griinden 
erwunseht. Und hier hegt die Bedeutung des dl-Asparagyl-di-l- 
tyrosin, des rein spezifischen Substrats fiir Trypsin-Kinase. 

Eine neue Hinteilung der Fermente wurde neuerdings von 
Waldschmidt-Leitz und Purr (1929) verdffentlicht. Ihrer 
Meinung nach sollen die, welche bisher als HErepsin bezeichnet 
wurden, nichts anderes als ein Gemisch von Dipeptidase und Amino- 
polypeptidase, und solche, die man als Trypsin bezeichnete, ein 
Gemisch von Proteinase und Carboxypolypeptidase sein. Das 
Hiweiss wird nur dann durch Proteinase gespalten, wenn dieselbe 
mit Kinase aktiviert wird. Und Proteinase wirkt auf alle dabei 
untersuchten Substrate nicht ein, wenn Kinase nicht vorhanden ist. 
Dagegen wirkt Carboxypolypeptidase auf verschiedene Polypeptide 
ein, und beim Vorhandensein von Kinase wird die Aktivitat nur 
veregrossert, und auf Protamin kann das Ferment auch ohne 
Kinase einwirken. Dieser Angabe nach war das von mir gebrauchte 
Trypsin ein Gemisch von Proteinase und Carboxypolypeptidase. 
Um nun zur Entscheidung zu bringen, welches von den zwei 
Fermenten in der gebrauchten Fermentlosung zur Hinwirkung 
auf das Tripeptid kommt, wurde nach Waldschmidt-Leitz’s Methode 
mehrmalige Adsorption mit der Tonerde Cy bei Ph 7,0 durchgefuhrt, 
und dann das Elut und die Restlosung nach der Aktivierung mit 
Enterokinase zur Einwirkung auf das Substrat gebracht. Hine 
mehr oder weniger geringe Spaltung war bei beiden Fermenten zu 
finden. 

Es ist zwar noch zweifelhaft, ob die Trennung der Proteinase 
von der Carboxypolypeptidase vollkommen ausgeftihrt worden ist. 
Aber daraus, dass nur beim Vorhandensein von Enterokinase das 
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dl-Asparagyl-di-l-tyrosin gespalten wird, kann man wohl annehmen, 
dass es sich bei dem an der Spaltung teilnehmenden Ferment nicht 
um Carboxypolypeptidase, sondern um Proteinase handelt. 

Wie dem auch sein mag, es war uns sehr interessant zu sehen, 
dass die Verbindung der Asparaginséure mit Glycin, sei es Di- oder 
Tripeptid, und sei es amidiert oder nicht, lediglich durch Erepsin 
gespalten wird, dass dagegen, wenn diese Monoaminodicarbonsaéure 
nun mit Tyrosin verbunden wird, die erhaltene Substanz zum 
spezifischen Substrat von Trypsin-Kinase wird. 

Das von Abderhalden und Schwab (1927) angegebene d- 
Glutaminyl-l-tyrosin 


‘COOH 
| 
CO-NH-CH:-CH2°C 


ist durch Trypsin-Kinase und Erepsin hydrolysierbar. Von der 
Wirkung des enterokinasefreien Trypsin weiss man nichts. An- 
genommen, dass Asparaginsaure ihrer Struktur nach fermentativ 
von gleicher Natur wie die Glutaminséure wire, so wiirden dann 
die Dipeptide aus Tyrosin und Monoaminodicarbonsiéure durch das 
Erepsin und héchst wahrscheinlich durch das nicht aktivierte 
Trypsin gespalten werden, wenn nur die der NH»-Gruppe nahe 
hegende COOH-Gruppe in der letztgenannten Saéure durch Tyrosin 
besetzt wire. Aber wenn die andere COOH-Gruppe des Asparagin- 
sdurerests mit dem zweiten Molekiil Tyrosin gebunden ware, wiirde 
die Spaltbarkeit durch das Erepsin und das nicht aktivierte Trypsin 
eingebiisst, und die Verbindung wiirde zum spezfischen Substanz 
von Trwpsn-Kinase werden. 

Man kann also die bisher gewonnenen Resultate wie folet 
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zusammenstellen, gleiches Verhalten des noch nicht gepriiften 
Asparagyl-mono-l-tyrosins und des Glutaminyl-l-tyrosins von 
Abderhalden gegen Protease annehmend: 


Asparagyl- Asparagyl- Asparagyl- Asparagyl- 
glycin diglycin l-tyrosin di-J-tyrosin 
Erepsin a6 + + = 
Trypsin = = +? = 
Trypsin- ss = 
Kinase a # 


Experimenteller Teil. 
DARSTELLUNG DER POLYPEPTIDE. 

1). Glycyl-glycyl-l-asparagin. 

a. Chloracetyl-glycyl-l-asparagin. 

Das Glyeylasparagin wurde auf gewohnliche Weise mit Chlora- 
eetyl-chlorid gekuppelt. Das Kuppelungsprodukt wurde mit 
Alkohol extrahiert und der durch folgende Abdampfung des 
Alkohols gewonnene Kristall einmal aus Wasser umkristallisiert. 
Der Kristall war nadelfo6rmig. Zur Analyse wurde er im Vakuum 
tiber H2,SO,4 getrocknet. Die Ausbeute betrug 55% der Theorie. 

Analyse: (Bei 100°C, 17 mm. iiber P2O;, 24 St. getrocknet.) 
0,10128 g Substanz verbrauchten nach Kjeldahl, 11,09 eem 
n/ 10 HeSO,4 

Fiir Cl CgHi20;N3 (265,58) Ber. 15,84% N. Gef. 15,34% N. 

b. Aminierung. 

18 g Chloracetylelycyl-asparagin wurden in der 7 fachen Menge 
28% Ammoniaks gelost und 5 Tage bei Zimmertemperatur stehen 
gelassen. Dann wurde die durch Eindampfen des Ammoniaks 
unter vermindertem Druck bei niederer Temperatur erhaltene 
sirupdse Masse mit Wasser aufgenommen und mit Alkohol gefallt. 
Die anfangs élige Masse kam allmahlich zur Erstarrung. Sie wurde 
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wieder in Wasser aufgenommen und mit Alkohol gefallt. Nach 
mehrmaligem Wiederholen dieses Verfahrens bekam man ein 
weissliches Pulver. Aus Wasser umkristallisiert, zeigte sich die 
Substanz als blattchen-artiger Kristall. Diese Substanz lost sich 
leicht in warmem Wasser, aber schwer in kaltem, nicht in Alkohol. 
Die Ausbeute betrug 33% der Theorie. 

Fiir die Analyse wurde bei 100°C itiber P2O; im Vakuum 

eetrocknet. Kristallwasser 1 mol. 

Analyse: 

0,31159 g Substanz, tiber P2O; im Vakuum bei 100°C getrock- 
net, verloren 0,0187g¢ Wasser. Fiir CgH1405N4+ H20 (264,2) 
Ber. 6,06% H.O. Gef. 6,01% H20. 

0,0393 g Substanz verbrauchten nach Kjeldahl, 6,33 eem n/10 
H2SO4. Fir CsHi405N4(246,2). Ber. 22,76% N. 
Gef.22,55% N. 

0,0132 ¢ Substanz lieferten 1,84ceem NH»—-N (20°C 752 mm) 
(van Slyke). Ber.5,69% NHo-N. Gef.5,72% NH>-N. 


2). Glycyl-glycyl-l-asparaginsaure. 

a. Chloracetylglycyl-l-asparaginsaure. 

12 ¢ Glycyl-asparaginsaure wurden in 110,5 eem n-NaOH gelost 
und unter kraftigem Schiitteln und Kiihlen abwechselnd 7,8 ¢ 
Chloracetylehlorid und 110,5cem n-NaOH in kleinen Portionen 
zugesetzt. Nach Ansduern mit 154,7 eem n-HCl wurde die Losung 
unter stark vermindertem Druck bei niederer Temperatur bis zur 
Trockene eingedampft, der Riickstand mit Alkohol extrahiert. 
Nach Eindampfen des Alkohols bleb ein gelblicher Sirup. Dieser 
Sirup zeigte nach mehrtagigem Stehen keine Neigung zur Kristalli- 
sation. Um die Aminierung auszufiihren, wurde der Sirup iiber 
H.2SO4 im Vakuum bis zum konstanten Gewicht getrocknet. Die 
Ausbeute betrug 15 g. 


b. Aminierung. 


Der Chlorkérper wurde mit der 7 fachen Menge 28% Am- 
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moniaks durch 3 tigiges Stehen bei Zimmertemperatur aminiert. 
Dann wurde die Losung im Vakuum bei niederer Temperatur zur 
Trockene verdampft, der Riickstand zwecks Entfernung des 
Ammoniaks und Chlors wie tiblich mit Baryt und Silbersulfat 
behandelt, und die von Halogen und Ammoniak befreite Losung 
sodann unter vermindertem Druck stark eingeenet. Die so erhal- 
tene gelbliche Losung wurde mit Alkohol bis zur Triibung versetzt. 
Nach langerem Stehen in der Kalte schieden sich nadelformige 
Kristalle aus. Zur Reinigunge wurde die Substanz aus heissem 
Wasser umkristallisiert. Die Substanz schmilzt nach vorhergehen- 
der Bréunung bei gegen 217°C (unkorr.) unter Zersetzung. 
Ausbeute 7,0 2. 
Analyse: (Bei 100°C unter 15 mm Druck 24 Stunden lang itiber 
P.O; getrocknet.) 
0,0502 ge Substanz verbrauchten nach Kjeldahl, 6,21 eem n/10 
H2SO4. Fiir CsHi30¢6N3 (247,1) Ber. 17,0%N. Gef. 17,3%N. 
0,0251 g@ Substanz lieferten 2,51cem NHe2-N(21°C 762 mm) 
nach van Slyke. Ber. 566% NHo-N. Gef. 5,67% NHb2-N. 


3). Glycyl-dl-asparagyl-glycin. 

a. Chloracetylasparagyl-glycin. 

5@ Asparagyl-monoglycin wurden in 65,8¢em_ (2,5 mol.) 
n-NaOH gelodst und bei 0°C unter Schiitteln in 6 Portionen ab- 
wechselnd 3,7g@ (1,2mol.) Chloracetylchlorid und 36,8 ccm 
(1,4 mol.) n-NaOH zugegeben. 

Nach 1/2 stiindigem Stehen in der Kalte wurde die Losung mit 
65,8 cem (2,5 mol.) n-HCl versetzt und im Vakuum zur Trockene 
eingedampft, und der Riickstand mit Alkohol extrahiert. Nach dem 
Abdestillieren des Alkohols hinterblieb ein gelblicher Sirup. Beim 
langeren Stehen schied sich darin eine kleine Menge von Kristallen 
aus, aber eine gute Kristallisation der gesuchten Substanz gelang 
mir leider nicht. Daher wurde der Sirup fiir weitere Aminierung 
iiber HoSO, getrocknet. Die Ausbeute betrug 5,8 g. 
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b. Aminierung. 

Der Chlorkérper wurde mit der 7 fachen Menge 28% 
Ammoniaks iibergrossen und 3 Tage bei Zimmertemperatur auf- 
bewahrt. Die Losung wurde dann durch die Vakuumdestillation 
bis zur Trockene eingedampft, der Riickstand mit wenig Wasser 
aufgenommen und nach der Barium-hydroxyd-Silbersulfatmethode 
von Halogen und Ammoniak befreit und im Vakuum bis zum Sirup 
eingeenet. Nach kurzem Stehen schieden sich Kristalle ab. Zur 
Analyse wurde einmal aus Wasser umkristallisiert. Ausbeute 2,5 2. 
Kristallform; Nadelchen. Schmelzpunkt: 225°C (unkorr.) unter 
Zersetzung. Die Substanz ist loslich in warmem Wasser, etwas 
schwer in kaltem, und unloslich in Alkohol. 

Analyse: (Bei 100°C unter 15mm Druck 30 Stunden itiber 
P20; getrocknet). 

0,031 ¢ Substanz verbrauchten nach Kjeldhl, 3,81 c¢em n/10 

H2SO4. Fiir CsHisO06N3 (247,1) Ber. 17,0%N. Gef. 17,2%N. 

0,0103 g Substanz leferten 1,02 cem NH»-N (20°C 761 mm) 

nach van Slyke. Ber.5,66% NHo-N. Gef. 5,64% NHo2-N. 


4). dl-Asparagyl-di-glycin. 

a. Fumaryl-di-glycin. 

Das Fumaryl-di-glycin wurde nach Angabe von Fischer 
(1904) aus Glycin-aithylester durch Fumarierung und nachherige 
Abspaltung des Alkohols dargestellt. 


b. Aminierung. 

8g Fumaryl-di-glycin wurden mit der 7 fachen Menge 28% 
Ammoniaks tibergrossen und in einer Druckflasche bei 100°C erhitzt. 
Nach 4 stiindigem Erhitzen gab eine herausgenommene Portion 
beim Anséuern keinen Niederschlag mehr. Hierauf wurde das 
Ammoniak durch Vakuumdestillation ausgetrieben und der riick- 
bleibende Sirup mit 20cem Wasser aufgenommen. Die Losung 
wurde mit n-AgNOs (berechnet auf den angewandten Fumaryl- 
korper) versetzt, der so erhaltene gelblichweisse voluminése Nie- 
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derschlag auf Nutsche gesammelt und mit 80%igem Alkohol in dem 
Morser verrieben und dann der Alkohol dekantiert. Nach mehr- 
maliger Wiederholung dieser Dekantierung wurde das Silbersalz 
im Exsiceator iiber H2,SO, im Vakuum getrocknet. Die Ausbeute 
betrug 4,0 ¢. 

Analyse: (bei 100°C unter 15 mm Druck 10 Stunden lang tiber 
P20; getrocknet). 

0,1170 ¢ Substanz verbrauchten nach Volhard, 10,03 eem n/20 

NH4CNS. CsHii10¢N3Age (461.2) Ber. 46,78% Ag. 
Gef. 46,24% Ag. 

3 g@ des Silbersalzes wurden unter Schiitteln mit einer berech- 
neten Menge n-HCl versetzt, und dass dabei entstandene Siber- 
chlorid abfiltriert. Das Filtrat wurde mit n-Ammoniaklosung gegen 
Methylrot neutralisiert und bei niederer Temperatur unter ver- 
minderten Druck bis zur Konsistenz des Sirup eingedampft und mit 
Alkohol versetzt. Dabei trat eine gelbweisse amorphe Masse auf. 
Die Alkoholische Schicht wurde abgegossen, der Riickstand mit 
wenig Wasser aufgenommen und wieder mit Alkohol gefallt. 
Dieses Verfahren wurde mehrmals wiederholt, und endlich der 
Riickstand im Vakuum iiber H2SO, getrocknet. Die Substanz war 
sehr leicht léslich in Wasser, unldslich in Alkohol und Ather. Aus- 
beute 1,5g. Die Substanz sintert bei 95°C und schmilzt bei 145°C 
(unkorr.) unter Zersetzung. 

Analyse: (Bei 100°C unter 15mm Druck 24 Stunden lang 
liber P2O; getrocknet). 

0,05 ¢ Substanz verbrauchten nach Kjeldahl, 5,86 cem n/10 

H.SO4. Fiir CgHi306N3 (247,1) Ber. 17,0%N. Gef.16,24%N. 

0,02 g Substanz lieferten 2,0 cem NH2-N (26°C 755 mm) nach 

van Slyke. Ber. 5,66% NHz-N. Gef. 5,48% NH.-N. 


5). dl-Asparagyl-di-l-tyrosin. 
a. Fumaryl-di-l-tyrosin. 


Fumaryl-di-l-tyrosinathylester wurde durch Kuppelung des 
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Tyrosinathylesterchlorhydrates mit Fumarylchlorid dargestellt. 
l-Tyrosin wurde aus Seide durch Hydrolyse mit Salzsaéure her- 
gestellt und nach Angabe Fischer’s in Esterhydrochlorid ver- 
wandelt. 10g /-Tyrosinathylesterchlorhydrat wurden in 10 cem 
Chloroform suspendiert und bei 0°C mit 20,5cem 2n-NaOH (1 mol.) 
Chloroform suspendiert und bei 0°C mit 20,5 cem 2n-NaOH (1 mol.) 
unter kraftigem Schiitteln versetzt. Der dabei frei gewordene Ester 
eine sofort in das Chloroform tiber. Hierauf wurde die Chloro- 
formlosung von der wasserigen Schicht getrennt und unter Schiit- 
teln und Kiihlen mit 1,6¢ (1/4mol.) Fumarylchlorid in 20 ecm 
Chloroform versetzt, und dazu nach 5 Minuten 1,1¢ (1/4 mol.} 
Natriumkarbonat in 10 cem Wasser hinzugefiigt. Dann wurde zu 
der Mischung unter starker Schtittelung in 6 Portionen innerhalb 
einer Stunde abwechselnd die gleiche Menge Fumarylchloridchloro- 
formlésung und 2,2 ¢ (1/2 mol.) Natriumkarbonat, das in 25 ecm 
Wasser gelost war, zugegeben. Dabei fiel das Kuppelungsprodukt 
als graulichweisse amorphe Masse aus. Dann wurde die Flissig- 
keit abgesaugt. Um beigemengte anorganische Salze, Tyrosin- 
athylesterchlorhydrat und Fumarsiure zu entfernen, wurde das 
Kuppelungsprodukt mehrmals mit Chloroform, dann mit warmem 
Wasser (ca. 300 cem) und zuletzt mit Ather gewaschen und iiber 
H2SO,4 im Vakuum getrocknet. Es wurde dann in heissem Wasser 
gelost. Beim Abkiihlen schieden sich weisse nadelférmige Kristalle 
ab. Die Substanz lost sich leicht in Alkohol, sechwer in Wasser. 
Sie schmilzt bei gegen 229°-230° (unkorr.) unter Zersetzung und 
Braunung. Die Ausbeute betrug 5,0 ¢ oder 50% der Theorie. 
Analyse: (Bei 100°C unter 15 mm iiber P2O; getrocknet). 
0,14235 @ Substanz verbrauchten nach Kjeldahl, 5,87 cem n/10 
H2SO,4. Fiir CogH3o0gN2 (498,26) Ber.5,62%N. Gef.5,77%N. 
Zur Verseifung des Esters wurden 4,5 ¢ bei Zimmertemperatur 
in 36 cem n-NaOH (4 mol.) gelést und nach 1/4 Stunde mit einer 
eleichen Menge n-HCl versetzt. Dabei fiel das Fumary1-di-l-tyrosin 
als weisse nadelférmige Kristalle aus. Nach 1 sttmdigem Stehen 
in der Kalte wurde die Fliissigkeit abgesaugt, die Kristalle mit 
kaltem Wasser bis zum Verschwinden der Chlorreaktion gewaschen 
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und im Vakuum tiber H2SO, getrocknet. Die Ausbeute betrug 
3,9 g, oder 97% der Theorie. Die Substanz schmilzt bei gegen 247°— 
248°C (unkorr.) und ist schwerléslich in Wasser. 

Analyse: (Bei 100°C unter 17 mm iiber P20; getrocknet). 

0,092 g Substanz verbrauchten nach Kjeldahl, 4,13 eem n/10 

HeSO04. Fir Co2H 220gN2 (442,19) Ber.6,339%N. Gef.6,30%N. 

b. Aminierung. 

3,7 g¢ Fumaryl-di-l-tyrosin wurden mit 26 eem 28% Ammoniak 
in einer Druckfiasche 3 Stunden auf 100°C erhitzt. Dabei ging 
der Fumarylkorper vollig in klare gelbliche Losung tiber. Eine 
Probeportion davon gab beim Ansauern keinen Niederschlag mehr. 
Die Lésung wurde durch Vakuumdestillation zum Sirup eingeengt. 
Um gebundenes Ammoniak zu entfernen, wurde der Sirup in wenig 
Wasser aufgenommen, mit 1,2mol. Bariumhydroxydlésung versetzt 
und unter vermindertem Druck bei niederer Temperatur zur 
Trockene verdampft. Die Vakuumdestillation wurde bis zum 
volligen Verschwinden des Ammoniakgeruchs wiederholt. Der 
Riickstand wurde in Wasser gelost, das Barium genau mit HsSO,4 
gefallt, und erneut im Vakuum zu Sirup eingedampft. Er erstarrte 
nach 1 Tag langem Stehen im Hisschrank zu einer gelatinosen 
Masse. Diese wurde nach Absaugen in einer 10 fachen Menge 
heissen Wassers geldst. Beim Abkiihlen schieden sich feine nadel- 
formige Kristalle ab. Die Ausbeute betrug 1,5 ¢, oder 89% der 
Theorie. Zur Analyse wurde die Substanz tiber P2O; bei 100°C 
unter 15 mm Druck getrocknet. 

Analyse: 

0,05655 ¢ Substanz verbrauchten nach Kjeldahl, 3,67 ccm 
n/10 HeSOq; fiir CosHe,OsN3 (459,2) Ber. 9,15%N. Gef. 
9,10%N. 
0,025 g Substanz lieferten 1,40 cem NH2-N (27°C 752 mm) 
nach van Slyke. Ber. 3,05% NHo2-N. Gef. 3,04% NHb»-N. 
Das Asparagyl-di-l-tyrosin schmilzt bei gegen 216°—217°C (unkorr.) 
unter Zersetzung und Braunung. Es lost sich schwer in kaltem, 
aber leicht in warmem Wasser. 
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FERMENTVERSUCHE. 

1). Hinwirkung von Pepsin. 

a. Glycyl-glyeyl-l-asparagin. 

0,13001 g Substanz wurden in 3cem Wasser gelést, mit n-HCl 
bis zu Kongorot sauer versetzt, und dann 5cem m/10 Zitratpuffer 
und 10 cem Fermentlésung (1% Pepsinlésung. Sankyo.) zugefiigt, 
und weiter mit destilliertem Wasser auf 20 ccm verdiinnt. Mit je 
2ceem Losung wurde der Zuwachs an NH»2-N nach van Slyke 
bestimmt. Ph 2,4. Nach 120 Stunden konnte ich keine Auf- 
spaltung bemerken. 


b. Glycyl-glycyl-l-asparaginsaure. 
0,21371 g Substanz in 20 cem gelést. Bedingungen wie bei (a). 
Ph2,1. Nach 120 Stunden konnte ich keine Aufspaltung bemerken. 


e. Glycyl-dl-asparagyl-glycin. 
0,11887 g Substanz in 20cem gelést. Bedingungen wie bei (a). 
Ph 2,1. Nach 120 Stunden konnte ich keine Aufspaltung bemerken. 


d. dl-Asparagyl-di-glycin. 
0,07115 g Substanz in 20 cem gelost. Bedingungen wie bei (a). 
Ph 2,1. Nach 120 Stunden konnte ich keine Aufspaltunge bemerken. 


e. dl-Asparagyl]-di-l-tyrosin. 
0,0954 g Substanz in 10 cem gelost. Bedingungen wie bei (a). 
Ph 2,4. Nach 120 Stunden keine Aufspaltung. 


2). Einwirkung von Papain. 
a. Glycyl-glycyl-l-asparagin. 
0,18425 @ Substanz wurde in 3 cem Wasser gelost, mit n-NaOH 


zu Lakmus neutralisiert, dann mit 10cem Fermentlosung (3% 
Papainlosung, Merck, 2 Tage dialysiert) und mit 5 eem m/10 Zitrat- 
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puffer (Ph 5,0) versetzt, sowie ferner mit destilliertem Wasser auf 
20 cem verdiinnt. Die Hydrolyse wurde durch Bestimmung der 
Zunahme von NH2-N in je 2 cem Lésung mit van Slyke’s Methode 
verfolgt. Ph5,1. Nach 120 Stunden keine Aufspaltung. 


b. Glycyl-glyeyl-l-asparaginsaure. 

0,1382 g Substanz in 20 cem gelést. Mischungsverhiltnis gleich 
wie oben. Ph5,1. Nach 120 Stunden keine Aufspaltung. 

e. Glycyl-dl-asparagyl-glycin. 


0,10765 ¢ Substanz in 20cem_ geldst. Mischunesverhaltnis 
gleich wie oben. Ph5,0. Nach 120 Stunden keine Aufspaltung. 


d. dl-Asparagyl-di-glycin. 
0,1142 g Substanz in 20 cem gelost. Mischungsverhiltnis gleich 
wie oben. Ph5,0. Nach 120 Stunden keine Aufspaltung. 


e. dl-Asparagly-di-l-tyrosin. 
0,09245 g¢ Substanz in 10cem gelost. Mischungsverhaltnis 
gleich wie oben. Ph4,6. Nach 120 Stunden keine Aufspaltung. 


3). Eimwirkung von Papain-HCN. 

a. Glycyl-glyeyl-l-asparagin. 

0,01855 g Substanz wurde in 5cem Wasser geldst, dabei mit 
n-NaOH méglehst auf Ph 5,0 eingestellt, und dazu mit 10 eem m/10 
Zitratpuffer (Ph 5,0) und 5cem 1%iger Fermentlosung versetzt. 
Die Fermentlésung wurde vor dem Versuch wie iiblich durch 
Blausdure 3 Stunden bei 37°C aktiviert. Zur Analyse wurde je 
2 cem dieser Lésung entnommen, und der Zuwachs an NH»2-N nach 
van Slyke verfolet. Ph5,0. In 120 Stunden fand keine Hydrolyse 
statt. 


b. Glycyl-glycyl-/-Asparaginsaure. 
0,1191¢ Substanz wurde in 20cem gelost. Ph4,9. In 120 
Stunden keine Hydrolyse. 
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e. Glycyl-dl-asparagyl-glycin. 
0,11379 g Substanz wurde in 20 cem gelost. Ph4,9. In 120 
Stunden keine Hydrolyse. 


d. dl-Asparagyl-di-glycin. 


0,09256 g¢ Substanz wurde in 20cem gelost. Ph5,0. In 120 
Stunden fand keine Hydrolyse statt. 


e. dl-Asparagyl-di-l-tyrosin. 
0,09163 ¢ Substanz wurde in 10 cem gelost. Mischungsverhalt- 


nis gleich wie beim Versuch (a). Ph5,0. In 120 Stunden fand 
keine Hydrolyse statt. 


4). Einwirkung von Erepsin. 


Die HErepsinlosung wurde nach Rice (1915) dargestellt. 

a. Glycyl-glyeyl-l-asparagin. 

0,18762 ¢ Substanz wurde in 3 cem Wasser gelodst, mit n-NaOH 
moglichst auf Ph 7,8 eingestellt, dann mit 10 ecem m/10 Phosphat- 
puffer (Ph 7,8) versetzt und mit Wasser auf 15 cem verdiinnt. Die 
Losung wurde bei 37°C aufbewahrt, und ihr 5 ecem vorerwarmter 
Fermentlosung zugesetzt. 

Die Zunahme an NH2-N wurde nach van Slyke verfolgt. Zur 
Bestimmung wurden jedesmal 2 ccm der Loésung benutzt. Selbst- 
verstandlich zog ich den durch Kontrollversuch ohne Substrat 
gewonnenen Wert von dem des Hauptversuches ab. Ph wurde 
elektrometrisch bestimmt. Ph 7,9. (1 CO-NH Bindung=100% 
Spaltung). 


Zeit in Stdn. NH2-N in 2 com Spaltung % 
0 1,07 mg. 0 
LO es 67 
24 2,24 ,, 109 
120 2,46 ,, 130 
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b. Glycyl-glycyl-l-asparaginsaure. 


0,16726 g Substanz wurde in 20 cem geldst in gleicher Weise - 
wie beim Versuch (a). Ph 8,0. 


Zeit in Stdn. NH:2-N in 2 cem Spaltung % 
0,95 mg. 0 
1,24 ,, 30 
24 EOS 63 
120 1,74’ ,, 83 


ce. Glycyl-dl-asparagyl-glycin. 
0,117 g Substanz wurde in 20 cem geldst in gleicher Weise wie 
beim Versuch (a). Ph 8,0. 


| 
Zeit in Stdn. NH2-N in 2 ecem | Spaltung % 
0 0,66 mg. 0 
0567, ie) 
24 O78 > 18 
120 AOS. 5 56 


d. dl-Asparagy]-di-glycin. 


0,1034 ¢ Substanz wurde in 20cem gelost in gleicher Weise 
wie beim Versuch (a). Ph7,9. 


Zeit in Stdn. NH2-N in 2 ceem Spaltung % 
0,59 mg. 0 
0,59 ,, 0 
24 0,65 ” 10 
012 0,74 ,, 25 
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e. dl-Asparagyl-di-l-tyrosin. 

0,0825 g Substanz wurde in 10 cem gelost in gleicher Weise wie 
beim Versuch (a). Ph8,0. Die Losung ergab nach 120 Stunden 
keine Aufspaltung. 


5D). Eimwirkung von Trypsin. 

Als Trypsin wurde das Praparat von Griibler gebraucht. 
Dieses Trypsin spaltet Glycyl-asparagin nicht und auch, wie unten 
angegeben, kein in dem vorliegenden Experiment untersuchtes 
Tripeptid. 

Es kann also als praktisch frei von Erepsin betrachtet werden. 
Als ich das Praparat auf Casein oder Kongorotfibrin wie twblch 
einwirken liess, bemerkte ich eine ausserst geringe Verdauung, aber 
wurde es mit der Enterokinaselésung vereinigt, zeigte es eine 
energische Wirkung auf diese Proteine. Die Zunahme der proteoly- 
tischen Kraft war dabei so gross, dass man das Praparat als beimahe 
frei von Enterokinase annehmen kann. Die Enterokinaselésung 
wurde nach Angabe von Waldschmidt-Leitz und Kiinstner 
(1927) aus getrocknetem Schweinedarmpulver hergestellt und mit 
Essigsiure und Sublimat gereinigt, und war frei von Srepsin. 


a. Glycyl-glycyl-l-asparagin. ; 

0,1368 g Substanz wurde in 3 ecem gelést, mit n-NaOH gegen 
Lakmus neutralisiert, mit 10cem m/10 Phosphatpuffer (Ph 8,0) 
versetzt und mit destilhertem Wasser auf 15 cem verdiinnt im 
Thermostat bei 37°C aufbewahrt. Dann fiigte ich 5 ccm vorer- 
warmter 1%iger Trypsinldsung zu. Zur Analyse nach van Slyke 
wurden je 2cem Losung angewandt. Ph wurde elektrometrisch 
eemessen. Ph7,9. Nach 120 Stunden keine Aufspaltung. 


b. Glycyl-glycyl-l-asparaginsaure. 
0,15926 g Substanz wurde in 20 cem geldst. Bedingungen wie 
oben. Ph7,8. Nach 24 und 120 Stunden keine Aufspaltung. 
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e. Glycyl-dl-asparagyl-glycin. 
0,07074 g Substanz wurde in 20 cem geldst. Bedingungen wie 
oben. Ph7,6. Nach 24 und 120 Stunden keine Aufspaltung. 


d. dl-Asparagyl-di-glycin. 
0,07949 g¢ Substanz wurde in 20 cem geldst. Bedingungen wie 
oben. Ph 8,0. Nach 24 Stunden keine Aufspaltung. 


e. dl-Asparagyl-di-l-tyrosin. 

0,0988 g Substanz wurde in 10 cem gelost. Bedingungen gleich 
wie oben. Ph8,0. Nach 24 und selbst auch 120 Stunden keine 
Aufspaltung. 


6). Einwirkung von Trypsin-Kinase. 

Die Fermentlosung (4% Trypsinlodsung) wurde vor dem 
Versuch mit dem Gleichen ihres Volumens erepsinfreier Kinase- 
losung gemischt und 1/2 Stunde bei 37°C aktiviert. 

Die angewandte Fermentlosung war frei von ereptischer Wir- 
kung. 


a. dl-Asparagyl-di-glycin. 

0,07027 g Substanz wurde in 4 cem Wasser gelost und mit 1 eem 
n-NaOH versetzt; dann wurden 10cem m/10 Phosphatpuffer (Ph 
8,3) und 5¢em Fermentlosung zugesetzt. In je 2cem Losung 
wurde der Zuwachs an NH2-N nach van Slyke bestimmt. Ph 8,3. 
Nach 24 Stunden keine Abspaltung. 


b. dl-Asparagyl-di-l-tyrosin. 

0,091 g Substanz wurde in 0,8 cem n-NaOH gelost, mit m/10 
Phosphatpuffer (II Phosphat allein) auf 5cem verdiinnt und bei 
37°C aufbewahrt. Dazu fiigte ich 5cem vorerwairmter Trypsin- 
Kinaselosung (Verhaltn. 1:1). In je 2cem dieser Losung wurde 
der Zuwachs an NH»-N nach van Slyke bestimmt. Ph wurde 
elektrometrisch bestimmt. Ph 8,83. 
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Zeit in Stdn. NH:2-N in 2 cem Spaltung % 
0 0,577 mg. 0 
94 0,664 ,, 15,0 
48 ORC Fe 24,2 
120 0,887 ,, 53,8 


7). EHinwirkung von Trypsin-Kinase auf di-Asparagyl-di-l- 

tyrosin ber verschiedenem Ph. 

Der Versuch wurde ebenso wie beim oben beschriebenen Ex- 
periment angeordnet, abgesehen davon, dass je 0,1 g Substanz ein- 
gewogen und méglichst nach Bedarf mit n-NaOH und m/10 Phos- 
phatpuffer (fiir Ph9,1 Boratpuffer), der in  variierendem 
Mischungsverhaltnis gemischt war, auf jedem Ph eingestellt wurde. 
Dann wurde Ph elektrometrisch ermittelt. 


Ph 7,11 7,76 8,33 9,16 


Zeit | NHe2-N | Spalt. | NH2-N | Spalt. | NHe-N | Spalt. | NH»-N | Spalt. 
in Stdn. |Zuwachs| % Zuwachs| % Zuwachs; % Zuwachs| % 


0 Omg. 0 Omg. 0 0 mg. 0. Omg. 0 
24 |0,03 ,, 550) 10510755 LO Ose: 1853 110;03",; 5,0 
48 |0,08 ,, Tikes ORIG) a 26,6 |0,18 ,, 30,0 | 0,08 ,, 13,3 
120 | 0,31 ,, 51,7 | 0,40 ,, 66,7 | 0,46 ,, 76,6 | 0,30 ,, 50,0 


8).. Isolierung von Proteinase und Carboxypolypeptidase. 

Diese zwei Fermente wurden nach Waldschmidt-Leitz 
und Purr (1929) wie folgend isoliert: 

50 cem Trypsinlosung (5% Trypsinlésung) wurden bei Ph 7,0 
mit je 3 cem Tonerdesuspension (Cy) 11 mal behandelt, das gesamte 
Adsorbat mit 20cem 20% Glycerin gewaschen und mit 25 cem 
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0,04-n-NH3 (20% Glycerin enthaltend) eluiert. Das Elut und die 
Adsorptionsrestlosung wurden als Fermentlosung nach der Aktivie- 
rung unter Zusatz von Kinaselosung (Verhaltn. 1:1) und nach 1/2 
Stunde langem Stehen bei 37°C gebraucht. 


a. Einwirkung des Eluts. 


0,03416 g Substanz wurde mit 0,06 cem n-NaOH versetzt und 
mit m/10 Phosphatpuffer (Ph 8,3) auf 2 cem verdiinnt. Dazu ftigte 
ich das Elut, das vorher mit der gleichen Menge Kinaselosung 
aktiviert wurde, hinzu. Je 1cem Losung wurde entnommen, und 
der Zuwachs an NH»-N nach van Slyke bestimmt. 

Hin Kontroll Versuch ohne Substrat zeigte keinen Zuwachs des 
NHo-N. Ph 8,3. 


Zeit in Stdn. NH2-N in 2 ¢em | Spaltung % 
0 0,256 mg, 0 
40 03297, 5 16,0 


b. Einwirkung der Adsorptionsrestlosung. 


0,032 g Substanz wurde in 2 cem geldst. Mischungsverhaltnis 
gleich wie oben. Ph 8,4. 


Zeit in Stdn. NH2-N in 2 ccm Spaltung % 
0 0,240 mg. 0 
40 0,274 ,, 14,0 
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I. InrrRopuction. 


By the effort of many investigators it has been elucidated 
already that the bactericidal phenomena shown by many heavy 
metals and their salts can be interpreted as the effect of metal ions. 
The solution of more dissociable salt exerts its bactericidal effect 
much more readily than the solution of less dissociated salt of the 
same metal at the same concentration, and hardly oxidizable metal 
is quite inferior in its bactericidal effect to those easily oxidizable 
ones when they are placed in the culture media. As regards to the 
mechanism of this bactericidal effect, however, a divergence of 
opinions still prevails. To get a clearer insight in this respect the 
following experiments were undertaken. 


Il. ‘THE BACTERICIDAL EFFECT OF VARIOUS SALT 
SOLUTIONS. 


Salts examined in this experiment included gold chloride, silver 
nitrate, copper chloride, nickel chloride, cobalt chloride, ferric 
chloride, zine chloride, all being preparates supplied by Merck. 

Bacteria used in these experiments were Typhoid bacillus, 
Bacterium coli commune, Staphylococcus pyogenes aureus. Agar 
was used as a culture medium and, after twenty hours, 5 loops of 
bacteria were taken out and suspended into 1 ce. of distilled water. 
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Four drops of this bacterial suspension were added into 10 ce. of 
salt solution to be examined. 


The examination of bactericidal action. 


The bactericidal action of the salt solution was then examined 
at the lapse of 15 minutes, 30 minutes, 1, 2, 3, 4, 5, 7, 24, 48, and 72 
hours after the beginning of the experiment by transferring two 
loopfuls of the mixture into a certain amount of bouillon (pH 7.3) 
and letting it remain there for 72 hours at 37°C. The amount of 
bouillon varied among 5, 10 and 20 ce. according to the concentra- 
tion of the salt solutions examined. The experiments were per- 
formed at 18°C in case of more effective salts as copper, silver, gold 
and mercury, while the less active ones as zine, magnesium, cobalt 
nickel and cadmium salts were tried at 38°C. 

The results are shown in table I-VIII and Fig. 1-2. 


TaspLE I. CuCl at 18°C. 


ae Time 
No. 15m | S01 thr) 2.) 8) 4) BS) 7) oil aa aeyige 
Conen a 
1 1 Mol eee (cdl Messed acc Boag Min Wan (ce aloe Ye, A 
2 0.5 sare Rae SPN cael 0 a te et ea ees ge 
3 25 ss Ne he pel Moe nsession e 
4 12 eae es eee eee er es prema ee ete ge ee 
5 .06 as IR Ah ON rc | ean ae eae 
6 .03 Phe ee ea See A tem Narnia dora ace ie cl cel ene 
if 015 ae So eee ee ee esas Ne ey Eto ee 
8 -008 + ft) +l eye] tye | epee] re 
9 004 +} +] +] +f}4#}+}4+4]/—-];/-|-|]-}- 
10 .002 ah ocho CGR SEN gt oll dae ces uit coal ee ateceee IE am 
11 .001 ope a ee es a ea el aad ee 
12 .0005 Seen ee eae (re Se ek ee a es ee 8 es 
15 .00025 eo) sell SE gee SE eke ies cae Ge eal haat ieee 
14 -00012 3° Seca es ee eee ees ee Pe So) 
15 -00006 + ]tpte +] +) 4+] +i 4+)4]}—-]-]- 
16 -00003 +] +] titi ty ey +i ti +} —-}|-4]- 
17 .000015 + +) 4+] +] 4+])+)4+}4+i4]4+)-]- 
18 0 + +) 4+) 4+) 4+) 4+) +) 4+) 4] +) +]+ 
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TABLE II. 
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Taste VI. AgNO; at 18°C. 
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TaBLE VII. FeCls at 37°C. 
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TABLE VIII, AlCls at 37°C, 


Time. 
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As is clear from these tables and figures, the bactericidal effect 
increases with the concentration of the salt in lower concentration. 
However, when the concentration of salt reaches a certain value, 
the bactericidal action begins, in some salt solutions, to decrease 
with the increase of concentration. At a much higher concentra- 
tion the bactericidal effect becomes more effective again. 

To elucidate the reason why these salt solutions exhibit a 
maximum and minimum in their bactericidal activity according to 
the change in the concentration of their solution, it is necessary to 
recall the fact that these salts show an acidic reaction in their 
solution by the hydrolytic process. Two points are, therefore, to 
be studied in their respect. The one is the effect of the acidity of 
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the solution on the bacterial existence ,and the other is the effect of 
the acidity on the bactericidal activity of the salt solution. 


III. THE EFFECT OF ACIDITY UPON THE BACTERICIDAL 
ACTIVITY OF THE SALT SOLUTION. 
The effect of acidity upon the bactericidal activity of the salt 
solution was then studied by comparing results obtained by experi- 
ments in which the reaction of 0.0015 m. CuCls solution was varied 
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between pH 2.63 and 7.77 by the gradual addition of n/20 HCl or 
n/20 NaOH. The bacterium used was typhoid bacillus and the 
method of examining the bactericidal activity was the same as was 
mentioned in section II. Hydrogen ion concentration was measured 
colorimetrically by Clark and Lubs indicators. The results is 
shown in table IX. 

As can be seen in the table, the bactericidal activity of 0.0015 m 
CuClz solution is most effective in the acidity near pH 5. While at 
pH 4.65, where neither HCl nor NaOH was added, bacteria were 
not killed within 3 hours, the bactericidal effect was shown already 
at 2 hours. When the acidity increased up to pH 3.58, bacteria 
remained active even at 48 hours. The same ineffectiveness was 
shown at the acidity pH 7.77. That the ineffectiveness of copper 
salt at pH 7.77 is due to decrease of copper ion is obvious. How 
about the inability of copper salt pH 3.85? 
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Before considering the effect of higher acidity on the bac- 
tericidal activity of copper salt at a constant concentration, the 
acidity of copper salt solution of various concentrations was deter- 
mined. To each of these solutions a requisite amount of n/20 NaOH 
was added and the acidity of these solutions also was determined. 
The bactericidal effect was tested with all of these solutions, the 
results of which are shown in table X and figure 3. 

Ag is clear from the table the smaller effectiveness of copper 
chloride at 0.012 m disappears whenever the acidity of the medium 
changes from pH 4.15 to pH 4.79, the more concentrated copper 
solution always being more active than the less concentrated one. 

The same relation is seen also when we examine with cadmium 
chloride. The results, shown in table XI and figure 4, are clear 
without explanation. 

All of the above experiments, described in this section, suggest 
to us clearly that the bactericidal activity of metal ions begins to 
decrease whenever the acidity of the medium reaches to pH 4.5, 
either obtained by the addition of an acid or produced by the 
hydrolysis of salt itself. When we recall the fact that the isoelectric 
point of protein, composing the bacterial body, also les at pH 
value, a little larger than pH 4.5, it seems to me quite plausible to 
suppose that the metal ion can only combine with bacteria only in 
the solution at the alkaline side of the isoelectric point of the 
bacterial body, and that, accordingly, at the acidic side the more 
concentrated salt solution becomes less active than the less con- 
centrated solution at the alkaline side. 


IV. THE BEHAVIOUR OF THE GRAM POSITIVE AND 
GRAM NEGATIVE BACTERIA AGAINST 
METAL SALT SOLUTION. 
In the foregoing section, we have seen that the bacilli examined 
are killed by the addition of metalic salt solution of a certain con- 
centration when the acidity of the solution does not exceed a definite 
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value, and that this may be explained by the combination of metalic 
cation with the protein constituent of the bacterial body. On the 
other hand, it has been brought into knowledge by many workers 
that the Gram positive bacterium is rich in lipoid constituents, while 
the Gram negative bacterium is mainly of a proteinous nature. If 
this is the case, it would be interesting to know how these two 
bacteria groups behave themselves against the metal salts and it 
bacterium groups behave themselves against the metal salts and it 
might bring us a little more understanding of the bactericidal action 
of metal salts. 

As Gram negative bacteria. B. coli conmmune and typhoid 
bacillus were chosen, while Staphylococcus pyogenes albus was taken 
as a representative of Gram positive bacteria. 


A. Comparison of acid- and alkali-resistance between 
Gram positive and Gram negatwe bacteria. 
A series of hydrochlorie acid and sodium hydroxide solutions 
of varying concentration were made, and, in 10ce. of each of these 
solutions, 4 drops of Staphylococci or typhoid bacilli suspension 
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were added. After the lapse of 30 minutes, 1, 2, 3, 5, 7 and 24 
hours, the life of added bacilli was tested by the method already 
mentioned. The results are shown in table XII. 

As is clear from the table, Gram positive bacterium is more 
resistant against acid and less resistant against alkali than Gram 
negative bacterium. 


B. Comparison of bactericidal activity of copper chloride 
in acidic or alkaline solution, between Gram positive 
and Gram negatwe bacteria. 


In this experiment, the bactericidal activity of copper chloride 
solution at various concentrations against staphylococcus albus and 
B. coli commune was studied, and the change of activity upon the 
addition of acid or alkali was followed. Into 10 ce. of every salt 
solution of varying concentration either 2 drops of n/20 HCl or 2 
drops of n/20 NaOH were added. The method of test remained 
the same. The result is shown in table XITI-XIV. 

As will be seen from the tables, a difference between Gram 
positive and negative bacilli is clearly observable. Namely, while 
in Gram negative coli bacilli, the bactericidal activity of copper 
salt is inhibited by the addition of acid and promoted by the addi- 
tion of alkali, entirely the reverse is observed in the case of Gram 
positive staphylococci. In the experiment with zine chloride shown 
in table XIV, the addition of acid increases also the bactericidal 
activity of zine chloride for staphylococci. 

We are, however, entirely unable to explain why the bacteri- 
cidal activity of copper chloride or zine chloride against staphy- 
lococci is decreased by the addition of alkali. In so high a con- 
centration of these solutions as was necessary to try against sta- 
phylococeci, the bactericidal activity may also depend on some other 
factors too and a further study in this direction is desirable. For 
the present, I wish only to point out that the Gram _ positive 
staphylococci do not lose their resistance against copper salt when 
the acidity of the solution is lessened. 
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TABLE XII. 

ING: Concentiation B. typhosus No. Staphilococeus p. albus: 

eI 2 8 SB Wee Ses BS et 
iL OU MAGE OD seem lea as =e pe a eee Oe ee 
2 (E05 een re (sa = = 9 ke <A alee Raney 
3 UOIL = SS ee as Que ee ee en ee 
4 | 0.005 Se By ee eet ek ee 
5 0.001 +++ 4+ 4+ 4+ - 5 | +te+ + t+ + + 4 
6 0.0005 ttt +4 4+ 4+ 6 )/++t+++ ++ 
7 0.0001 +++t+t+ tt TJ/+tt+e 4+ tH 
8 0.00005 fee ee Sj bP Pe Ee 
9 0.00001 ico gine caren a marae OU se ets ee 
10 0.000005 SE a OE 0 ee ep 
11 0.000001 t++t+4++4+ 4+ 4+ [47+ +444 4 +4 
12 0 ttt tet] 12 | + eee te +e 
13 0.00001 (NaOH), Hoods gp ab Ee Sel Bk — jose +++ 4+ 4 
14 0.000005 [pat Pet Ft + fr Te | +++4+ 4+ 
15 0.00001 Geet deci tn te) VS ee te ee ee 
16 0.00005 t++tett+ ++] 6 | tte Het +4 
ily 0.0001 pemest inact het | te Wiyt+ttttt +t 
18 0.0005 ++4+++ +—)/-18 |++4+4-- —- — 
19 0.001 ee ate te 19 ica 
20 0.00 - |j|—~~—-~-—---—-— —--—]}] 20 |-—=-- - — 
21 001 ~ |= S| i —- = 
22 005 2 |—-—---- ——| 92 |—--—--—--— — -- 
23 i i —~ =| B¢)—-— ——— es 


— ee 


K. Tanaka: 


96 


+ + + + 


Sa 
+ + 


+ + 
+ 


+ + 


+ + + + + 
Pop oe st 


+ + t+ t+ + + 4 


| 
ie 
Re 
i 
+ + + 


+ + + 4 0 


+ + 


f t 100000°0 


[00000°0 


+ 
Efe otal po at 10000°0 


¢0000°0 


, 
4 

: 
is 


ey eats aa 1000°0 


+ + 


+ 


¢o00°0 


+ 
She bed T00'0 
+ 


hs ¢00°0 


ae t t 100 


a £00 


= r0 


G0 


OT 


teal 


1x6 


Pome Se Oe Gal Oe 
“poppe 3438 0¢/HOtN 


wm 6 S & 
"poppe “3382 


S ul ,0¢ 
0¢/IOH 


ie AS: 


‘snqie “Ad 


S365 uh 0s 
FJOUD Fo 
‘snodos0T Aydeqyg —_ | Wor} RAY WEDTION 


‘TITX @Tavy, 


97 


Studies on the effect of metals and metal salts on microorganisms. 


| 
1 
} 


+ + + + 


+ + + + 
+ 
+ 

+ + + + 


+ + + + 


+ 
+ + + + 
+ + + 


+ + + + + + + 
+ + + + + + + 


i 
T 


| 
| 
+ + + 


+ + 4 
+ + + + + + + 


i 

T 
aie 

T 

it 

T 


+ 
+ 
il 
+ + + + + 


+ + + 


a ee eh , 


+ + + + 


eee i staashs We had chet et ey ce 


ee ete Sate rel ke) AS a 
+ 


| 
| 


Ce a oe gee Se ee ee a a 


0 
100000°0 
T0000°0 
$60000°0 
S0000°0 
1000°0 
$<000°0 
G000°0 
100°0 
§600°0 
G00°0 
T0°0 
G60°0 
S00 
TO 


Sis SRS FOCUS 


L 


Yen) 
oD 
al 


ql. ,0& 


‘poppe 313g 0F/HOCN 


VG 


hy SE AOS 


Peppe 348 3 OF/IOH 


GG 


L 


G 


6 


6 


ql ,0€ 


“AUNWIWIOD [OD “g 


OTLB IYUIDUOD)| 


OUD FO 


‘ON 


“AIX @Tav 


K. Tanaka: 


98 


+ + + + + 


i 
+ 


+ + + + + + + + + 


+ + + + + + + + 


+ + + + + + + + + F 


+ 


| 
| 
| 
I 
| 
| 


+ + + + + + 


+ + + + + + + 


+ + 
+ + 


+ + t+ t+ + + + + 


0 
10000°0 
50000°0 

1000°0 
¢000°0 
T00°0 
S00°0 
10'0 
S00 
TO 

0 

OT 


a nS 
Poppe 45 T 0F/HOPN 


¥G 


L CTS erik its 


‘poppe “333 T OF/IOH 


[SE Ge ul eS 
snqjv ‘d snoso90; 4ydvyg 


TOUT so 
MOT} VAPWIIMUOD 


"AX FTaVL 


Studies on the effect of metals and metal salts on microorganisms. 99 


V. THE EFFECT OF THE ADDITION OF METALS, THE ELECTROLYTIC 
SOLUTION TENSION OF WHICH IS LARGER THAN COPPER, 
TO THE COPPER SALT, ON THE BACTERICIDAL 
ACTIVITY OF THE LATTER. 


In 1926, Kuroya made an observation that the bactericidal 
activity of copper chloride, hydrochloric acid and lead nitrate 
against typhoid bacillus and B. coli commune is increased upon the 
addition of zine dust or magnesium powder and made a queer 
assumption that this increase of activity is due to the liberation 
of copper or lead as metal. His reasoning in his paper seems, how- 
ever, quite untenable. He neglected entirely the effect of the 
change of acidity of the medium produced by the addition of 
zine or magnesium. It is obvious that in his case the acidity of 
the solution was lowered when zine or magnesium was added to the 
copper solution. Too much excess of metals may indeed cause the 
reaction of the solution of alkaline and the change of bactericidal 
activity of the system will be influenced by the amount of lighter 
metal added. 

To prove that his assumption is entirely false, we performed 
an experiment in which the bactericidal activity of copper chloride 
at various concentrations was tested upon the addition, either of 
5/1000 m ZnCl, or of a saturated solution of Zn(OH)». The bac- 
terium used was typhoid bacillus. The result is shown in table XVI 
and figure 5. 

As can be seen from table XVI and figure 5 the bactericidal 
activity of copper salt solution is increased, upon the addition of 
zine hydroxide, while the addition of zine chloride, on the contrary, 
induces decrease in the bactericidal activity of copper salt solu- 
tion. The increase of bactericidal activity is due to the lowering 
of acidity caused by the addition of zine hydroxide, while the 
decrease of activity is due to the increase of acidity of the solution 
caused by the addition of acidic solution of zine chloride. 
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VI. THE EFFECT OF METAL SALT SOLUTION ON 
THE AGGLUTINATION OF BACTERIA. 


Since Nicolle studied, in 1898, the agglutinizing action of 
salt solution on bacteria, many experiments have been tried by 
various workers with the results that salts, consisting of bivalent 
or trivalent cation, show the maximum of agglutination of the bac- 
teria at a certain concentration, the more concentrated solution 
being less effective. — 

When the concentration of salts is increased much more the 
agglutination oceurs again. This phenomenon, which is called 
Neisser and Friedmann’s irregular series, can possibly be explained 
by the change of acidity of the medium according to the difference 
in the concentration of the salt just is the case in regards to 
bactericidal activity. I have therefore studied the agglutinizing 
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force of the solution of several metal salts at various concentrations, 
and examined also the mode of change in agglutinizing force when 
the acidity of the medium was lowered or elevated by the addition 
of NaOH or HCL. The results are shown in Tables XVII-XVIII. 

It is clear from these tables that the agglutination of bacteria 
by the heavy metal salts is prevented when the increase of the salt 
concentration induces, by their own hydrolysis, an increase of 
acidity much more than the isoelectric point of bacterial protein. 

The table shows also the fact that the agglutination may occur 
at pH 4.15 in case of copper, while the agglutination does not occur 
at pH 4.733 in case of CdCly and at pH24.74 in case of ZnCle. Ions 
of metal, the eletrolytic solution tension of which is lower than 
hydrogen, can get into congruence with hydrogen ion, while the 
more positive ions are unable to do so. It may be interesting also 
to study this relation in the case of Gram positive bacteria. 


SUMMARY. 


1. The bactericidal and agglutinizing action of metal salt on 
bacteria is dependent on the reaction of the medium. When acidity 
of the medium is larger than the isoelectric point of bacterial 
protein, the bactericidal activity of metal ion is lost, while too much 
alkaline reaction precipitates the metal ion as hydroxide and may 
also cause the decrease of activity. At a definite acidity of the 
medium only, the bactericidal activity of metal salts is proportional 
to their concentration. 

2. The irregular series seen in case of agglutinizing and bac- 
tericidal action of salts may be explained by the increase of acidity 
produced by the hydrolysis of salts themselves. 

3. The bactericidal activity of more positive metal ions like 
zine and lead are influenced at a much lower acidity than those of 
less positive metal ions like copper. 

4. The bactericidal activity of active metal salt is increased 
by the addition of metal, which is more positive than that which 
constitutes the salt, only when it produces a favourable condition 
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in the acidity of the medium for the action of the active metal ion. 


5. Gram positive bacillus seems less sensitive to the change 


of acidity of the medium in its behavior against the bactericidal 
action of metal salts. 
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UBER DIE BEEINFLUSSUNG DER HAMOGLYKOLYSE 
DURCH DIE NAHRUNG, MIT BESONDERER BERUCK- 
SICHTIGUNG DER AVITAMINOTISCHEN DIAT. 


I. Mitteilung. 


Uber den Einfluss des Cholesterins und des Lecithins 
auf die Hamoglykolyse. 


Von 


YOSHIKANE KAWASHIMA unp JINJI CHIWAKI. 


(Aus der inneren Klinik der medizinischen Akademie der Nihon-Daigaku, 
Tokyo. Vorstand: Prof. Dr. Z. Hatta.) 


(Hingegangen am. 1. Dezember 1930) 


I. EINLEITUNG. 


Es ist schon von mehreren Autoren (Doyon u. Morel 1903, 
Lépine u. Boulud 1907,Rona u. Doblin 1911, Milne u. Peter 
1912, Macleod 1918, K. Yada 1921, C. Aibara 1922, Y. Kawa- 
shima 1922 ete.) klar gestellt, dass die glykolytische Kraft des 
Blutes nur in seinen Formelementen, Erythrozyten, Leukozyten 
und Blutplattchen, enthalten ist. Kawashima (1922) behauptet, 
dass die Erythrozyten dabei eine starkere Glykolyse entfalten 
als die anderen Zellen, weil sie an Zahl dieselben deutlich 
iibertreffen, wenn sie auch im Vergleich mit jeder einzelnen Zelle 
elykolytisch schwacher sind. Nach Takemoto (1927) nimmt die 
zuckerzerstérende Kraft des Blutes der mit poliertem Reis 
gefiitterten Hiihner, d.h. bei der Avitaminose, deutlch ab. Hine 
weitere Erforschung dieser hemmenden Hamoglykolyse bei der 
Avitaminose und eine Entscheidung, ob ein Unterschied zwischen 
den kernhaltigen Hiihner- und kernlosen Kaninchenerythrozyten 
erkennbar ist, schien uns von Interesse. Hierzu unternahmen wir 
Untersuchungen iiber den Hinfluss verschiedener Nahrung, 
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inbesondere der vitaminfreien, auf die Hamoglykolyse. Zuniachst 
wurden jedoch aus dem folgenden Grunde Cholesterin und Lecithin 
als Versuchsmaterial ausgewahlt: Das Cholesterin ist bekanntlich 
ein wichtiger Bestandteil des Blutkorperchens und spielt bei der 
Erhaltung einer bestimmten Oberflachenspannung und elektrischen 
Ladung der Blutzelle eine grosse Rolle. Dadureh reguliert es auch 
die Stoffverschiebungen durch die Zellmembran ; es wirkt auf diese 
hartend, und bei der Hamolyse mit den verschiedenartigen 
chemischen Substanzen, Bakterien-, Parasiten-, und Schlangengiften 
ete. hemmend, wahrend das Lecithin gerade gegenteilige Wirkung 
zeigt. Bei der Reiskrankheit resp. Avitaminose ist die Abnahme 
des oxydativen Vorgangs im Korper, d.h. des Grundumsatzes, der 
CO.-Bildung und der Os-Aufnahme der Organzellen, kurzgesagt 
eine Storung des Kohlehydratstoffwechsels, experimentell nach- 
gewiesen worden. Der Lipoidstoffwechsel erleidet dabei auch eine 
Storung; nach Kodama (1925), Hotta (1924), Lawaezeck 
(1923) u. Asada (1923, 1924) u.a. nimmt das Cholesterin im 
Blute des Vogels bei der Reiskrankheit zu, wahrend das Lecithin 
dabei abnimmt. Nach Hotta treten die Beri-Beri-Symptome 
schneller in EHErscheinung, wenn man die Taube mit Reis und 
Cholesterin fiittert als beim Reis allen. Lawaezeck (1924) hat 
noch einen Versuch gemacht, in welehem er einen hemmenden 
Hinfluss des Cholesterins auf den Ov-Verbrauch des Lecithins 
bestatiet hat, indem Tauben die Emulsionen von beiden Substanzen 
in verschiedenem Mengenverhaltnis gegeben wurden. Daraus kann 
man wohl vermuten, dass diese Substanzen auch bei dem Stoff- 
wechsel der MReiskrankheit antagonistisch wirken. Nach den 
Versuchen von Takayama (1925), Takemoto (1927) und Funk 
(1914) erhoht sich der Zuckergehalt des Blutes bei dieser Krank- 
heit. Durch Cholesteringabe per os steigt die Kurve des Blut- 
zuckers an (Sakurai 1926, 1930). Im Folgenden berichten wir 
nun die Ergebnisse unserer Versuche tiber die Beziehungen der 
Lipoide zur Glykolyse des Blutes. 
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Il. UntersucHUNGSMETHODE. 


In der Kontrollzeit wurde das Kaninchen mit einem bestimmten 
Futter (Tofukasu, emem Riickstand des Bohnenquarks mit einer 
geringen Menge Komatsuna, einer Art von Gemiise, und Mohr- 
ruben) 100g pro Kilo Korpergewicht gefiittert, und dabei die 
glykolytische Kraft des Blutes des Tiers 2-3 mal in einem Intervall 
von einer Woche untersucht. In der Versuchszeit wurde dann das 
Cholesterin oder Lecithin (Merk) in der Menge von 0,5-1,0 ¢ pro 
Kilo Korpergewicht zum Futter hinzugefiigt, md wieder die 
Glykolyse des Blutes und auch der Cholesteringehalt desselben 
meistens einmal wochentlich bestimmt, weil wir beriicksichtigten, 
dass zu haufige Blutentnahme irgend einen Hinfluss auf die Versuchs- 
resultate austiben konnte. Zugleich haben wir noch in niichternem 
Zustand den Blutzucker und das Koérpergewicht des Versuchstiers 
bestimmt. Die Resultate in der Kontroll- und Versuchszeit wurden 
dann miteinander kollationiert. Das aus der Ohrvene entnommene 
Blut wurde defibriniert, durch Gaze filtriert und mit einer kleinen 
Menge 10%iger Traubenzuckerlésung versetzt. Dann wurde das 
Blut zur Verrichtung der glykolytischen Wirkung bei 37°C. in 
den Brutsehrank gestellt. Zur Zuckerbestimmung bedienten wir 
uns des Mikroverfahrens von Bang. Die Grosse der glykolytischen 
Kraft bezeichneten wir nach der Abnahme der Zuckermenge durch 
1 Million Erythrozyten und gebrauchten diese Zuckermenge zum 
Vergleich der Proben miteinander, wie es Kawashima (1922) 
schon bei seiner fritheren Arbeit gemacht hatte. Kawashima hat 
dabei auch experimentell nachgewiesen, dass die Leukozyten, die 
dem defibrinierten Blute in geringer Anzahl beigemengt sind, eine 
kaum erkennbare Glykolyse verrichten und deshalb fiir die Ver- 
suchsergebnisse ohne Belang sind. Nattirlich wurde die Bakterien- 
freiheit stets durch adrobe und anarobe Kultur am Ende jedes 
Versuchs sichergestellt. Zur Feststellung des Cholesteringehaltes 
wurde die Methode von Bernhardt befolgt, nach welcher die 
Gesamtmenge des Cholesterins im Vollblut und Blutplasma 
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bestimmt, und zugleich in den Blutzellen aus dem Volumenver- 
haltnisse zwischen dem Blutplasma und den Blutzellen berechnet 
wurde. 


III. VeErsucHe mrr CHOLESTERINZUSATZ ZUM F'uUTTER. 


Wie schon Kawashima (1922) zeigte, dauert die Hamo- 
glykolyse des Kaninchens 24 Stunden lang; danach ist fast keine 
oder nur eine spurweise zu beobachten. Fast dasselbe gilt auch 
wie spater erwahnt wird bei dem Cholesterinblute, weshalb wir hier 
zur Beurteilung der Versuchsergebnisse eine glykolytische Kraft 
von 24 Stunden verwenden. 
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Aus der Tabelle I ist ersichtlich, dass die glykolytische Kraft 
in der Kontrollzeit eine geringe Schwankung von 2-10% zeigt. 
Bei der Cholesterinfiitterung, taglich 1g pro Kilo Korpergewicht 
vegeben, zeigt die Glykolyse beim ersten Fall schon nach einer 
Woche eine deutliche Abnahme von 27,4% im Verhaltnis zu der in 
der Kontrollzeit, und nach zwei Wochen eine Abnahme von 49,8% 
(48% selbst im Vergleich mit der geringsten Glykolyse in der Kon- 
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trollzeit). Dabei ist der Cholesteringehalt im Vollblut fiinf mal, 
im Plasma etwa 10 mal und in den Blutzellen nur 1,5 mal grosser 
als normal. Beim zweiten Fall nimmt die Glykolyse am 7. Tage 
des Versuchs an Kraft um 27,9% im Vergleich mit der durch- 
schnitthchen Glykolyse in der Kontrollzeit ab. Hier wurde dann 
die Cholesteringabe unterbrochen, aber noch fiinf Tage danach 
erholte die Glykolyse sich nicht; sie zeigt vielmehr eine Abnahme 
von 35%. Der Cholesteringehalt hatte im Blute noch eine etwa 
7 fache Grosse, in den Zellen eine etwa 1,5 fache. Am 8. Tage nach 
der Aussetzung der Cholesteringabe zeigte das Blut noch eine 
deutlich schwachere Glykolyse als die der Norm, und am nachsten 
Tage ist das Kaninchen gestorben. Beim Kaninchen Nr. 3, dem 
anfangs 9 Tage 1,0@ Cholesterin pro Kilo Korpergewicht, spater 
aber 0,5 @ gegeben wurde, erfahrt die glykolytische Kraft am 5. 
Tage nach der Cholesteringabe fast keine Veranderung, wahrend 
der Cholesteringehalt dabei im Vollblut ca. 7 mal, im Plasma 12 mal 
und in den Zellen tiber 6 mal grésser als normal geworden ist. Am 
12. Tage, an dem der Cholesteringehalt im Vollblut etwa 10 fach, 
im Plasma 18 fach und in den Blutzellen 5 fach erdsser als normal 
ist, hat die elykolytische Kraft noch einen normalen Wert. Sie 
zeigt erst nach zwei Wochen eine Abnahme von 23,3%, am 19. Tage 
28,7%, am 21. 33,6%, am 23. 32,5% und am 27. 41,5% ; dazwischen 
wurden im ganzen 16,5 @ Cholesterin pro Kilo Korpergewicht 


Beeinflussung der Hamoglykolyse durch Nahrung. 119 


gegeben. Bei diesem Fall tritt die Abnahme der Glykolyse, im 
Gegensatz zu den beiden vorigen Fallen, sehr langsam in Er- 
scheinung, obwohl vom Cholesterin nur halb so viel gegeben wurde 
Dann wird nach der Cholesterinaussetzung 1,0 ¢ Lecithin pro Kilo 
Korpergewicht verabfolet, und schon 5 Tage danach erholt die 
Glykolyse sich, nur eine Abnahme von 16% zeigend. Nach 10 
Tagen erreicht sie einen fast normalen Wert und nach zwei Wochen 
einen ganz normalen, der auch am 24. Tage gleich bleibt. Am 7. 
Tage nach der Lecithinfiitterung zeigt der Cholesteringehalt in 
Vollblut und Plasma noch keine deutliche Abnahme, dagegen in 
den Blutzellen eine ziemlich bedeutende. Nach zwei Wochen, 
wahrend deren die abgeschwachte Glykolyse sich ganz normal 
erholt, kommt der Cholesteringehalt im Vollblut auch zur Abnahme. 
Nach 18 Tagen, und einer voriibergehenden Abschwiachung der 
erholten Glykolyse nimmt die Cholesterinmenge im Blute wieder zu. 
Ob diese Tatsache aber zufallig ist oder irgend eine Beziehung 
zwischen dem Cholesteringehalt und der Glykolyse im Blute an- 
zeigt, dartiber kann man ohne weiteres nichts Sicheres sagen. Nun 
wird die Lecithingabe unterbrochen; und am 7. Tage danach zeigt 
die Glykolyse dem Grade nach eine 58,6%ige, am 12. eine 40.6%ige, 
am 16. eine 16,4%ige und am 20. eine 19,0%ige Abnahme im Ver- 
gleich zu der im normalen Zustand. Am 31. u. 35. Tage besitzt sie 
aber normale Kraft. Der Cholesteringehalt betragt am 20. Tage 
nach der Lecithinaussetzung etwa die Halfte im Verhaltnis zu dem 
bei der Cholesteringabe, ist jedoch 3 fach so gross als der in der 
Kontrollzeit. Danach kommt dieses Kaninchen allmahlich in seinen 
friiheren gesunden Zustand und lebt noch lange Zeit weiter. Beim 
Fall 4 (Kaninchen Nr. 7) erleidet die Glykolyse am 6. Tage nach 
der Cholesteringabe noch keine Veranderung, wahrend der Choles- 
teringehalt im Blute dabei schon bis zu etwa 9 facher Grosse 
zunimmt. Am 11. Versuchstage zeigt sie aber eine Abschwachung 
von 41,9%. Danach erholt sie sich bis zur normalen Kraft und 
zeigt bei der Untersuchung am 47. Tage eine Abnahme von 53,4%, 
am 57. eine von 39,6%. Die bisher gegebene Cholesterinmenge 
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betragt 57 g pro Kilo Kérpergewicht. Dann wird die Cholesterin- 
gabe unterbrochen und dafiir 1,0 g Lecithin pro Kilo Kérpergewicht 
gegeben. Dabei tritt die Erholung der abgeschwichten Glykolyse 
im Gegensatz zum Kaninchen Nr. 3 nicht so raseh auf, und erst 
nach emem Monate erholt sich die abgeschwachte Glykolyse, was 
vielleicht auf der grésseren Menge des vorher gegebenen Cholesterins 
beruht. Zu dieser Zeit ist der Cholesteringehalt trotz der erholten 
Glykolyse im Blute noch etwa 9 fach grésser als der in der Kon- 
trollzeit. Beim Fall 5 lasst sich bis zum 8. Tage nach der Choles- 
teringabe keine merkliche Abschwachung der glykolytischen Kraft 
erkennen, wahrend sich der Cholesteringehalt etwa 4 fach im Voll- 
blute, 4-5 fach im Blutplasma erhoht, aber in den Blutzellen nicht 
steigt. Am 19. Versuchstage zeigt sich, dass die Glykolyse an Kraft 
um 39.4% abgeschwacht worden ist, und der Cholesteringehalt 
steigt gleichzeitige etwa 10 fach im Vollblute und Blutplasma, etwas 
uber 4 fach in den Zellen. Diese Abschwaichung der Glykolyse 
wird dann allmahlich wieder geringer, 33,5% am 34. Versuchstage, 
26,95% am 41. Am 55. Tage zeigt die Glykolyse einen ganz 
normalen Wert, der andauert, bis das Kaninchen schhesslich am 
75. Versuchstage tot gefunden wird. Fir die Erklirung des 
Umstandes, dass die deuthch abgeschwichte Glykolyse spontan 
allmahlich ihre friithere Kraft wieder bekam, die dann bis zum 
Ende dauerte, wurden nun zwei Proben angestellt, durch welche 
der Zucker extrahiert wurde: eine nach der bekannten Methode, 
eine zweite nach der Hamolyse durch wiederholtes Gefrierenlassen 
und Erwaérmen unter Anwendung der Banegschen Lésung. 
Dadurech kann man entscheiden, ob der in die Blutzellen ein- 
gedrungene Zucker dort verbleibt, wahrend es scheint, als ob er 
unter einer Spaltung verschwunden sei, weil die Blutkorperchen 
bei der Zuckerextraktion durch Zugiessen von Bangschem Reagens 
stark einschrumpfen und sich an das Fliesspapier dicht ansetzen, 
sodass der in die Blutkorperchen eingedrungene Zucker nicht 
vollstiindig aus den Zellen heraus in das Reagens hineinkommt. 
Doch kann man einen Unterschied zwischen den beiden Proben 


Beeinflussung der Himoglykolyse durch Nahrung. 121 


erkennen, der Zucker ist namlich in beiden auf gleiche Weise 
verschwunden, wie das Kaninchen Nr. 13 in der Tabelle I zeigt. 
Bei diesem Kaninchen ist es aber im Vergleich zu den andern 
Fallen ungewohnlich, dass es bis zum Tode an Koérpergewicht zuge- 
nommen hat, ohne Oedem an der Haut erkennen zu lassen. Danach 
sollte die Wiederbelebung der abgeschwiachten Glykolyse bei diesem 
Versuchsfall vielleicht abhingig von irgend einem pathologischen 
Faktor sein, der aber hier nicht klargestellt werden kann. 
Pribram (1906), Beemeister und Bloor (1917) haben beim 
Kaninchen schon nachgewiesen, dass der Cholesteringehalt im Blute 
bei der Gabe des Cholesterins per os zunimmt. Nach Takahashi 
(1923) steigt der Cholesteringehalt 6,6 fach héher als der in der 
Norm, wenn dem Kaninchen 0,2 g Cholesterin pro die 72 Tage lang 
gegeben wird. Der Versuch von Ikeguehi und Kameda (1928) 
zeigt, dass der Cholesteringehalt bei taglicher Gabe von 0,5¢@ Choles- 
terin nach 30-40 Tagen sein Maximum, das 10-14 fache, erreicht. 
Bei einer weiteren Gabe zeigt er aber keine merkliche Veranderung 
mehr und beim Ubergang zum gewohnlichen Futter sinkt er schnell 
ab; 16 Tage spater ist er 4-5 mal so hoch, und im weiteren Verlaufe 
wird er allmahlich kleiner, ist jedoch nach 36 Tagen noch 3-4 mal 
grosser als normal. Wenn 1,0 g¢ Cholesterin pro die gegeben wird, 
zeigt der Cholesteringehalt schon nach 20 Tagen einen 10 fach 
hohen Wert, und erreicht ein Maximum von einem 18-24 fach 
hohen. 

Bei unseren Versuchen nimmt der Cholesteringehalt des Blutes 
schon innerhalb einer Woche nach der Cholesteringabe deutlich zu, 
und zwar im Blutplasma um das 4—5 bis 10 fache, in den F¥ lutzellen 
aber nur um das 1,5-5-6 fache. Dabei erleidet die glykolytische 
Kraft des Blutes eine Storung. Sie schwacht sich in 1-2 Wochen 
nach dem Hinzuftigen des Cholesterins zum Futter um 23,3%- 
49.8% im Verhaltnis zu der in der Norm ab. Im weiteren Verlauf 
zeigt sie eine Abnahme von 28,7%-53,4%, das letztere ist beim Fall 
4 am 47. Tage zu beobachten. Eine Ausnahme bildet aber das 
Kaninchen Nr. 13, bei welechem eine Abnahme von 39,4% erst am 
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19. Tage nach der Cholesterinzugabe erscheint. Aus unseren 
obigen Versuchen kann man sehen, dass kein bestimmter Zusam- 
menhang zwischen dem Abschwachungsgrade der Glykolyse und 
der Zunahme des Cholesteringehaltes im Blute besteht. Die ab- 
geschwachte Hamoglykose erholt sich relativ schnell, wenn man 
die Cholesteringabe unterbricht und dem Tier dafiir bald Lecithin 
gibt. Es scheint uns dabei wahrscheinlich, dass die Schnelligkeit 
der Erholung parallel zur Menge des vorher gegebenen Cholesterins 
erfolet. 


IV. K6RPERGEWICHT UND BLUTZUCKERGEHALT DES 
KANINCHENS BEI CHOLESTERINFUTTERUNG. 

Wie aus der Tabelle I ersichtlich ist, lasst das Korpergewicht 
beim Fall Nr. 1 u. 2, bei welchen die Hamoglykolyse in kurzer Zeit 
nach der Cholesterinfiitterung deutlich abnahm und sich auch nach 
der Aussetzung derselben nicht rasch erholte, die ganze Versuchs- 
zeit hindurch keine deutliche Veranderung erkennen. Beim Fall 
1 nimmt das Korpergewicht nur 2,1% im Verhaltnis zu dem vor 
dem Versuche ab, beim Fall 2 aber 4,4% zu. Beim Fall 3 nimmt 
es allmahlich in einer Zeit von 27 Tagen 155 g (5,1%) im Maximum 
zu und wahrend weiterer fiinf Tage weiter 130 g,—im ganzen 285 ¢ 
(9,47% ), 


weiteren Verlaufe vermindert das Korpergewicht sich etwas, zeigt 


wobei Lecithin anstatt Cholesterin gegeben wurde. Im 


aber noch eine Zunahme von 195 ¢ (6,4%). Nun wird die Lecithin- 
gabe ausgesetzt, und bis zum 19. Tage danach bleibt das Korper- 
gewicht fast konstant, nimmt dann aber allmahlich ab, um endlich 
gegen den 35. Tag nach der Lecithinaussetzung auf das friihere 
normale Gewicht zu kommen. Beim Fall 4 vermehrt sich das 
Korpergewicht des Tieres um 465¢ (13,8%) wahrend der Versuchs- 
zeit mit der Cholesteringabe und in einer Woche, wahrend der die 
Cholesteringabe unterbrochen und Lecithin gegeben wird, noch um 
1702 (4,4%), im ganzen um 635 ¢@ (18,5%). Danach vermindert 
es sich aber allmahlich und zeigt nach 44 Tagen eine Abnahme yon 
200¢ im Vergleich mit dem in der Kontrollzeit. Wie schon erwahnt, 
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nimmt beim Fall 5, der durch die Cholesterinfiitterung voriiber- 
gehend eine deutliche Absechwachung der Glykolyse und danach bis 
zum Tode eine fast normal starke Glykolyse zeigt, das Korper- 
gewicht stetig und allmahlich zu; und zwar konstatiert man eine 
Zunahme von 260 ¢ (13,6%) am 68. Tage nach der Cholesteringabe 
und auch 5 Tage vor dem Tode noch eine solche von 200g (8%). 
Bei diesem Fall wurde nicht geniigend Blut entnommen, sodass 
man den Cholesteringehalt nicht immer bestimmen konnte. Obgleich 
man deshalb die Beziehung zwischen der erholten Glykolyse und 
dem Cholesteringehalt nicht genau beobachten kann, so kann man 
doch aus den Resultaten anderer Falle vermuten, dass die Erholung 
der einmal abgeschwachten Glykolyse bei diesem Fall nicht auf der 
Cholesterinmenge im Blute, sondern auf einem Faktor, unter dessen 
Einfluss das Korpergewicht bis zum Tode zugenommen hat, beruht. 
Dariiber bedarf es aber noch weiterer Studien. 

Der Blutzucker in der niichternen Zeit vermindert sich in der 
Versuchszeit beim Fall 1 im allgemeinen. Beim Fall 2 zeigt er nur 
in der ersten Woche eine leichte Zunahme. Beim Fall 3 erhoht 
er sich am 5. Versuchstage leichtgradig und nach dem 10. im 
allgemeinen deutlich. Doch kommt er nach der Lecithingabe zum 
fast normalen Wert zuriick und zeigt dazwischen nur einmal einen 
hoheren Wert. Bei der Lecithinaussetzung und der Ernahrung mit 
gewohnlichem Futter erhoht der Blutzucker sich wieder etwas, geht 
aber in kurzer Zeit bis zam normalen Wert zurtick. Beim Fall 4 
zeigt er deutliche Zunahme in der ersten Woche, in der zweiten 
und dritten aber Abnahme bis zum normalen Wert der Kontrollzeit. 
Danach nimmt er bis zum 48. Versuchstage wieder allmahlich zu. 
Bei der Lecithingabe statt Cholesterin kommt er wieder zu dem 
friiheren normalen Wert zuriick und verharrt dabei eine lange Zeit. 
Beim Fall 5 nimmt er in der ersten Woche deutlich zu und behalt 
auch in der dritten und vierten den fast gleichen Wert. Dieser 
sinkt allmahlich, bleibt aber hdher als der in der Kontrollzeit. 

Zusammenfassend gesagt. lassen alle Falle ausser dem Fall 1 
eine mehr oder minder starke Zunahme des Korpergewichtes durch 
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die Cholesterinfiitterung erkennen (mindestens 5%, hdéchstens 
13%), was mit dem Resultate von Ikegucehi und Kameda (1928) 
ubereinstimmt. Der Gehalt des niichtern gemessenen Blutzuckers 
erhoht sich bei allen Fallen deutlich in der ersten Woche der 
Cholesteringabe mit Ausnahme von Fall 1, bei welchem er nach der 
Cholesteringabe abnimmt. Nach dem Versuche von Sakurai 
(1930), bei dem Kaninchen von 2000-2200 g Korpergewicht taighech 
1g Cholesterin per os eingegeben wurde, erscheint die Blutzucker- 
kurve hoher, doch bleibt der Blutzuckergehalt in der niichternen 
Zeit unverandert. Wenn wir bei unserem Versuche Lecithin statt 
Cholesterin geben, so kommen Korpergewicht und Blutzucker inner- 
halb eines Monates auf den normalen Wert zurtick. Es ist aber 
nicht zu erkennen, ob diese Zunahme des Blutzuckers und Korper- 
gewichtes durch die Cholesterinfiitterung in einem bestimmten 
Zusammenhang zu dem friiheren oder spateren <Auftreten der 
abgeschwachten Glykolyse und zu dem Grade derselben steht. 


V. KREUZVERSUCH DES CHOLESTERINBLUTES MIT 
NORMALEM Buut. 


Von dem mit Cholesterin gefiitterten Kaninchen und dem 
gesunden wurde Blut entnommen und defibriniert. Hin Teil jedes 
Blutes wurde auf die Zentrifuge gebracht und das Blutserum von 
den Blutkorperchen getrennt. Dann wurden die folgenden vier 
Proben der Reihe nach hergestellt, um an ihnen den hemmenden 
Einfluss des Cholesterins auf die Hamoglykolyse genauer zu beo- 
bachten : 

1. Probe=defibriniertes Cholesterinblut. 

2. Probe=defibriniertes Blut von gesundem Kaninchen. 

3. Probe=Cholesterinserum~+- Blutkorperchen von gesundem 

Kaninchen. 


aS 


. Probe=Cholesterinblutkérperchen-+- Blutserum von 
gesundem Kaninchen. 
Diese vier Proben wurden nun mit einer kleinen Menge 
10%iger Traubenzuckerlésung versetzt und 24 Stunden lang im 
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Brutschrank bei 37°C gelassen, um auf die Glykolyse gepriift zu 
werden. 

Nach Tabelle II zeigen die 1. und 4. Probe beim Fall Nr. 1 u. 2 
abgeschwichte Glykolyse, waihrend die Glykolyse bei der 3. Probe, 
der Aufschwemmung gesunder Blutkérperchen im Cholesterin- 
serum, sich nicht abgeschwiacht zeigt, sondern noch etwas starker 
als bei der Kontrollprobe (2. Probe) zur Erscheinung kommt. Bei 
anderen Fallen, Nr. 3, 4, u. 5, vermindert die obige 1. 3. u. 4. Probe 
ihre glykolytische Kraft fast in gleichem Masse. Daraus kann 
man ersehen, dass der hemmende Einfluss auf die Glykolyse bei 
den letzteren drei Fallen in Blutkorperchen und Blutserum, beim 
Fall Nr. 1 u. 2 aber nur in den Blutkorperchen vorhanden ist. Aus 
den beiden letzteren Fallen kann man vermuten, dass die Hemmung 
im Serum schon bei der Untersuchung verschwunden ist, wahrend 
sie in den Blutkorperchen noch geniigend in Aktivitaét bleibt. Das 
kann aber hier nicht sicher entschieden werden, da wiederholte 
Untersuchungen bei den anderen drei Fallen (3, 4, 5) in einer 
Zeit, wo der hemmende Einfluss im Serum verschwunden aber in 
den Blutkérperchen noch vorhanden ist, fehlen. Wir mochten aber 
annehmen, dass die hemmende Wirkung auf die Glykolyse noch 
eine Zeit lang nach der Cholesterinaussetzung andauert und dann 
zuerst aus dem Serum und spater aus den Blutkorperchen ver- 
schwindet, wenn auch das Serum dabei noch eine grosse Menge 
Cholesterin enthalt. 


VI. VerRsucHE mit LECITHINZUSATZ ZUM FUTTER. 


Wie bei der Cholesterinfiitterung wurde dem Kaninchen tag- 
lich 1,0 ¢ Lecithin pro Kilo Kérpergewicht als Beigabe zum Futter 
gegeben. 

Auf der Tabelle III zeigt die Glykolyse am 14., 21., und 46. 
Tage nach der Lecithingabe an Starke nur eine geringe Schwan- 
kung, wie sie auch bei normalen Kaninchen erkennbar ist, 
Demnach iibt das Lecithin keinen merklichen Einfluss auf die 
Hamoglykolyse aus, trotzdem es 46 Tage lang gegeben wurde, und 
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dazwischen 3 Tage lang Lecithinaussetzunge wegen der geringen 
Korperkrafte des Versuchstiers stattfand. Der Blutzuckergehalt — 
zeigt den ganzen Verlauf hindurch fast keine merkliche Ver- 
anderung, nur einmal weist er einen hoheren und niedrigeren Wert 
als den in der Kontrollzeit auf, was mit dem Versuchsergebnisse von 
Sakurai (1927) im grossen und ganzen iibereinstimmt. Das 
Korpergewicht steigt im allgemeinen etwas an; am Ende des 
Versuchs zeigt es eine Zunahme von 110¢ (4,38%). 


VII. User pir DAauER per HAMOGLYKOLYSE 
BEI DEN VERSUCHEN. 


Wie schon im Abschnitt II erwahnt wurde, haben wir bei 
unseren Versuchen die glykolytische Kraft in 24 Stunden am Ende 
der Versuche verglichen. Es ist aber zur richtigen Beurteilung 
der Versuchsergebnisse wichtig zu erkennen, welchen Schwankun- 
gen die Hamoglykolyse im Verlauf von 24 Stunden unterworfen 
ist; ob das Cholesterinblut anfangs in kurzer Zeit eine starkere 
Glykolyse und darauf eine schwachere oder von Anfang bis zum 
Versuchsende eine gleichgradig schwachere entfaltet, oder ob das 
Lecithinblut im Anfangsstadium des Versuches sich glykolytisch 
verschieden zum normalen Blut verhalt. Um dies zu entscheiden, 
haben wir die Glykolyse in der 6., 12., 18. und 24. Stunde und noch 
weiter in der 48. und 72. untersucht. 

Angenommen, dass die in 24 Stunden durch 1 Million Erythro- 
zyten gespaltene Zuckermenge 100 Prozent ist, spaltet das normale 
Kaninchenblut in den ersten 6 Stunden eine Zuckermenge von 
50%, in weiteren 6 Stunden 25% (im ganzen 75% in 12 Stunden) 
und in weiteren 12 Stunden den Rest, 25%. Dieser Verlauf der: 
Glykolyse ist bei den zwei anderen Arten des Kaninchenblutes,. 
dem Cholesterin- und Lecithinblute, nicht wesentlich verschieden. 
Danach konnen bei diesen Versuchen die Schwankungen der gly- 
kolytischen Kraft wahrend der Versuchsdauer fiir die Beurteilung 
der Ergebnisse wohl ausser Acht gelassen werden. Es ist aber 
interessant, dass das Cholesterinblut selbst nach 48 und 72 Stunden 
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noch eine geringe Glykolyse verrichtet, wahrend das gesunde 
Kaninchenblut schon nach 24 Stunden fast keine merkliche Gly- 
kolyse mehr erkennen lasst. Doch ist die zersetzte Zuckermenge in 
72 Stunden beim Cholesterinblut noch kleiner als die in 24 Stunden 
beim normalen Blute, wie die Tabelle IV angibt. 


VIII. ZusaAMMENFASSUNG. 


1. Die Hamoglykolyse des Versuchstiers nimmt meistens am 
7-14. Tage nach der Cholesterinfiitterung um 23,3%-49,8% im 
Verhaltnis zu der in der gesunden Kontrollzeigt ab. Selten kommt 
diese Abnahme erst nach drei Wochen zur Erscheinung. 

2. Der gesamte Cholesteringehalt im Blute nimmt schon 
innerhalb einer Woche deutlich zu, besonders stark im Blutplasma, 
weniger stark in den Blutzellen. 

3. Ks besteht kein Parallelismus zwischen der Cholesterin- 
zunahme und der Abnahme der Hamoglykolyse. 

4. Der hemmende Einfluss auf die Hamoglykolyse ist sowohl 
im Blutserum als auch im Blutkorperchen zu erkennen. Nach der 
Aussetzung der Cholesteringabe bleibt die verminderte Hamo- 
elykolyse noch eine Weile lang fast stationér und kommt dann 
allmahlich zum normalen Wert zuriick, indem die Hemmung im 
Serum friiher, in den Blutkorperchen spater verschwindet. 

5. Das Korpergewicht nimmt in der Versuchszeit in den 
meisten Fallen mehr oder weniger zu. Der niichtern gemessene 
Blutzuckergehalt wird im allgemeinen grosser. 

6. Wenn das Lecithin bald nach der Unterbrechung der 
Cholesterinfiitterunge gegeben wird, so erholen sich die abge- 
schwachte Glykolyse, der Blutzuckerspiegel und der allgemeine 
Korperzustand relativ rasch zur Norm. 

7. Die Lecithinfiitterung iibt keinen merklichen Hinffuss auf 
Hamoglykolyse, Blutzuckergehalt und Korpergewicht aus. 

8. Der glykolytische Verlauf zeigt innerhalb 24 Stunden bei 
den drei Arten des Kaninchenblutes, dem normalen, Cholesterin- 
und Lecithinblute, eine fast gleiche Kurvenform. 
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Zum Schluss sprechen wir Herrn Prof. Dr. Y. Nukata, 
Direktor der Akademie, der uns giitige Unterstiitzung gewihrte, 
Herrn Prof. Dr. Z. Hatta fiir seine freundlichen Ratschlage bei 
dieser Arbeit, und dem Ministerium des Unterrichtswesens, von 
dem wir einen Teil unserer Ausgaben aus dem Fonds zur Férderung 
der wissenschaftlichen Studien erhielten, unsern herzlichen Dank 
aus. 
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DER EINFLUSS DER GALLENSAURE AUF DIE 
SALZAUSSCHEIDUNG IN DER LEBERGALLE. (1) 


VON 


YUTAKA KAWADA. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut, Okayama. 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(Hingegangen am 19. Dezember 1930) 


Seit Shiff (1870) und Stadelmann (1896) ist allgemein 
bekannt, dass die Gallensa’ure einen enterohepatischen Kreislauf 
hat, indem sie durch die Galle in den Darm sezerniert, von der 
Darmschleimhaut wieder in der Leber abgefangen und dann aufs 
neue zur Gallenbildung verwendet wird. 

Nach der Angabe von Okamura (1928) wird die Wirkung 
der Nucleinase in der Leber und dem Darm durch die Gallenséure 
stark gefordert, infolgedessen die Nucleinverdauung im Darm 
gefordert, und der Nucleinstoffwechsel in der Leber verstarkt. 
Schon Karasawa (1926/27) und Hatakeyama (1927) haben 
nachgewiesen, dass die Gallenséure die Nucleinspaltung im 
Organismus fordert, und dass infolgedessen die Zufuhr von Gallen- 
sdure eine Vermehrung der Phosphorsaure im Harn herbeifthrt. 
Auf Grund der Daten hat Itoo (1930) sich dahin geaussert, dass 
sich die Phosphorsaéure bzw. die primaren und sekundaren Phos- 
phate infolge der fordernden Wirkung der Gallensaure auf den 
Nucleinstoffwechsel in der Galle vermehren, und dass dadurech die 
Wasserstoffionenkonzentration der Galle beeinfiusst werden soll. 
Er hat auch gefunden, dass das pH der Lebergalle des Hundes 
durch Zufuhr von Gallensaéure gesteigert wird, und dass diese 
Steigerung von pH mit der Menge der Gallensdureausscheidung 
fast parallel geht. 

Sekitoo (1929/30) hat bereits nachgewiesen, dass die Gallen- 
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saure den Calciumstoffwechsel beeinflusst, indem das Calcium im 
Blut durch deren iiberschiissige Zufuhr gesteigert wird, und die 
Calciumausscheidung im Harn bei Zufuhr von Gallensdure 
zunimmt. 

Die Leber besitzt wie die Niere eine resorbierende, sekretorische 
und filtrierende Funktion. Somit muss die Caleium- und Phosphor- 
sdureausscheidung in der Galle durch Zufuhr von Gallenséiure 
gesteigert werden. Was die Salzauscheidung in der Lebergalle 
betrifft, so haben Usuki (1929) und Ohta (1927) beobachtet, dass 
die Calciumausscheidung in der Lebergalle des Kaninchens mit der 
Funktion des vegetativen Nervensystems und mit der der inner- 
sekretorischen Organe in innigem Zusammenhang steht. Nach 
ihnen soll die Calciumausscheidung der Lebergalle durch Exstirpa- 
tion der Schilddrtise oder der Geschlechtsdriise und auch durch 
parasympathischen Reiz bedeutend gesteigert werden. Durch die 
Untersuchungen von Taku (1929), Sekitoo (1930) und Tsuji 
(1930) wurde klargestellt, dass die Wirkung der Gallensaure mit 
der Funktion des vegetativen Nervensystems in innigem Zusammen- 
hang steht, die bekanntlich mit der Funktion der innersekretori- 
schen Organe eng verkniipft ist. 

Nach den Angaben von Inoue (1924), Kirita (1927) und 
Kurokawachi (1929) wird die Kolloidstabilitat der Hydrosole 
sowohl durch die Salze bzw. des Calciums und Magnesiums als auch 
durch die Wasserstoffionenkonzentration des Mediums stark beein- 
flusst. Dabei haben sie behauptet, dass der Einfluss der Salze und 
der Wasserstoffionenkonzentration auf die Kolloidstabilitaét der 
Gallensubstanz bei der Gallensteinbildung eine weitgehende Rolle 
spielt. 

Im Sinne des Einflusses’‘der Gallensiure auf die Wasserstoff- 
ionenkonzentration in der Galle und im Sinne des Hinflusses der 
-Salze bzw. der Erdalkaliensalze auf die Kolloidstabilitat der 
Gallensubstanz habe ich die Phosphorsiure und das Calcium der 
Lebergalle des Hundes bei Zufuhr von Gallensaure untersucht, die 
bekanntlich eine stark oberflachenaktive Substanz ist und nach dem 


Salzausscheidung in der Lebergalle. (I) 135 


Choleinsdureprinzip von Wieland unter Bildung von Additions- 
verbindungen in Wasser unloésliche Substanzen zu losen fahig ist. 


EXPERIMENTELLER TEIL. 


Den Hunden wurde eine permanente Gallenblasenfistel nach 
Bickel(1929) angelegt, und die Blasenkantile nach Ikoma(1927) 
eingenaiht. Wenn sich die Tiere von dem operativen Hingriffe 
erholt halten, wurden sie zum Versuche verwendet. Eine Woche 
lang vor dem Versuche und wiahrend des Versuches habe ich den 
Hunden immer eine bestimmte Nahrung verabreicht, und zwar 
taghch 2 mal, mittags und um 6 Uhr abends, wie es in den Tabellen 
angegeben ist. 

Wahrend des Versuches stellte ich die Hunde in ein Gestell, 
bei dem eine Leinwand unter dem Bauche des Tieres so ausgespannt 
wurde, dass es sich darauf in ruhender Lage befinden konnte. Die 
Galle wurde 6 Stunden lang (von 6 Uhr morgens bis Mittag) in 
einer Glaskugel gesammelt. 

Wie bereits bekannt ist, fordert die Gallensiure die Gallen- 
und Gallensaureausscheidung. Darum wurde bei dem einen Versuch 
den Hunden ein Maulkorb angeleet, um das Ablecken ihrer abflies- 
senden eigenen Galle zu verhindern, wahrend man bei dem anderen 
Versuch die Hunde ihre eigene Galle ruhig ablecken liess. Seit 
Petrof (1924) ist bekannt, dass sich beim Hunde die Gallen- 
ausscheidung durch Ableitung der Galle aus dem Organismus 
allmahlich vermindert, bis sich schliesslich eine vollstandige Acholie 
erzielen lisst. Aus diesem Grunde habe ich in dem einen Falle 
die Hunde am Ablecken ihrer eigenen Galle verhindert, im anderen 
Falle sie ruhig die Galle ablecken lassen und so den EHinfluss der 
Zufuhr von Gallensdure auf die Salzausscheidung untersucht. Fiir 
den Versuch wurde den Hunden unmittelbar vor der Gallen- 
sammlung 0.05 2 Natriumcholat pro kg Korpergewicht per os in 
20 2 Brot eingeschlossen zugefiihrt. 

Zuerst wurden die Trockensubstanz und die Asche der Galle 
nach dem iiblichen Verfahren bestimmt. Das Calcium in der 
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Galle wurde unter Veraschung auf dem trocknen Weg nach der 
Methode von Kramer-Tisdall (1921) bestimmt. Die Phosphor- 
saure wurde nach dem alkalimetrischen Verfahren von Neumann 
(1902/04) bestimmt. Bei der Bestimmung wurde dasselbe Ver- 
fahren von Kramer-Tisdall angewendet, um die Schwefelsiure 
aus der durch Séuregemisch veraschten Mischung zu entfernen. 
Zum Waschen des Niederschlages von Ammoniumphosphormolybdat 
wurde der Niederschlag in der grossen Zentrifuge aus Jena mit 
kaltem Wasser versetzt und stark zentrifugiert, und die obere 
Schicht des Zentrifugates mittelst Syphons abgelassen. Diese 
Behandlung wurde 3mal ausgeftihrt. In demselben Zentri- 
fugenglas wurde die Phosphorsaure titriert. 

Die Resultate sind in den folgenden Tabellen zusammengestellt. 


1. Versuche ohne Ablettung der Galle nach aussen. 


Bei diesen Versuchen habe ich die Hunde ihre eigene Galle 
ausserhalb der Sammelzeit ruhig ablecken lassen. Die Cholate 
wurden an die Hunde 3-7 Tage lang zu bestimmter Zeit verfiittert. - 
Aus den Tabellen I-III sieht man, dass der Gehalt der Trocken- 
substanz und der Asche in der Galle durch die Zufuhr der Chol- 
sdure sowohl der absoluten Menge nach, als auch prozentual 
gesteigert wird, und dass dieser gesteigerte Wert in allen Fallen 
nach 1-2 Tagen wieder auf den Anfangswert herabsinkt. 

Was die Calciummenge betrifft, so wurde gefunden, dass der 
Calciumgehalt der Galle durch die Zufuhr der Cholséure sowohl 
prozentual als auch absolut gesteigert, und zwar der absoluten 
Menge nach um 37-47%, prozentual um 9-14% vermehrt wird, 
wie es in den Tabellen I-III angegeben ist. 

Der Phosphorsdéuregehalt wird auch durch die Zufuhr der 
Cholsaéure sowohl absolut wie auch prozentual gesteigert, und zwar 
betragt diese Vermehrung der absoluten Menge nach 58-71%, 
prozentual 23-40%. 

Also fordert die Zufuhr der Cholsiure die Ausscheidung des 
Calciums und der Phosphorsaure. Aus den Daten geht hervor, 
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dass der verminderte Gehalt der Galle an Gallensaure beim entero- 
hepatischen Kreislauf zu einer herabgesetzten Ausscheidung des 
Calciums und der Phosphorsdure in der Lebergalle fiihrt. 


2. Versuch mit Ablettung der Galle nach aussen. 


Bei diesem Versuch habe ich die Hunde ihre eigene Galle nicht 
ablecken lassen. Die Cholate wurden den Hunden 2-3 Tage zu 
bestimmter Zeit verabreicht. Wie die Tabellen IV—V zeigen, wird 
der Gehalt der Galle an Trockensubstanzen und Aschen sowohl 
absolut wie auch prozentual mit der Zeit allmahlich vermindert, 
wenn man die Hunde am Ablecken der eigenen Galle verhindert. 
Dieser verminderte Gehalt an Trockensubstanz und an Asche wird 
durch die Zufuhr der Cholséure wieder deutlich vermehrt gefunden. 
Was das Calcium betrifft, so wurde gefunden, dass der Calcium- 
gehalt der Galle durch die Zufuhr der Cholséure verglichen mit 
dem Anfangswert prozentual um 13-39%, der absoluten Menge 
nach um 35-87% steigt. 

Die Vermehrung der Phosphorsdure bei Zufuhr von Cholsaure 
betragt der absoluten Menge nach 46-94%, prozentual 11-61% des 
Anfangswertes. Diese Vermehrung der Phosphorsaéure und des 
Calciums wird schon am nachsten Tage aufgehoben, und der Gehalt 
der Phosphorséure und des Calciums wird wieder unter den 
Anfangswert herabgesetzt, wie es in Tabelle IV—V angegeben ist. 

Es ist eine wohlbekannte Tatsache, dass die Zufuhr von Gallen- 
sdure die Ausscheidung der Galle fordert. Wie in den Tabellen 
I-III angegeben ist, wurde die Gallenmenge sowohl bei dem 
Versuch mit, als auch bei dem ohne Ableitung der Galle nach 
aussen durch die Zufuhr der Cholsdure gesteigert. 

Aus den obigen Befunden sieht man, dass die Zufuhr der 
Cholsiure eine vermehrte Ausscheidung der Phosphorsaéure und 
des Caleiums in der Lebergalle herbeifitihrt, indem dabei gleich- 
zeitig der Aschen- und Trockensubstanzgehalt gesteigert wird. Aus 
den Befunden geht ferner hervor, dass der vermehrte Gehalt an 
Trockensubstanz und an Asche der Lebergalle zum Teil durch die 
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Vermehrung cer Phosphorséure und des Calciums bedingt ist. 

Natiirlich beruht er auch auf der Vermehrung der Gallenséure 
in der Lebergalle, die seit Schiff und Stadelmann eine wohl- 
bekannte Tatsache ist. Aus den Daten geht aber hervor, dass die 
Ausscheidung der Phosphorséure und des Calciums von der Menge 
der Gallenséure in der Lebergalle stark abhangig ist, und dass die 
vermehrte Gallensdiurebildung in der Leber oder die vermehrte 
Gallensaureausscheidung in der Lebergalle eine gesteigerte Aus- 
scheidung des Calciums und der Phosphorséure zur Folge hat. 

Ks ist wohlbekannt, dass priméres und sekundares Phosphat 
in den Korperfliissigkeiten vorhanden ist, und dass das letztere 
vorherrscht. Andrerseits haben Okamura(l.¢.) Karasawa(l.c.) 
und Hatakeyama (l.c.) bewiesen, dass die Gallensaure die 
Nucleasewirkung der Leber und das Darmes und den Nucleinstoff- 
wechsel des Organismus fordert. Nach den Daten scheint mir die 
vermehrte Ausscheidung der Phosphorséure und des Calciums in 
der Galle bei Zufuhr von Gallensaéure durch einen vermehrten 
Nucleinstoffwechsel in der Leber bedingt zu sein. Wenn das pH 
der Galle durch die Zufuhr von Gallensdure gesteigert wird, wie 
es Itoo in seinem Versuch bewiesen hat, so scheint mir das ver- 
mehrte pH durch die Vermehrung des sekundaren Phosphates 
bedingt zu sein. Dariiber sind die Arbeiten jedoch noch nicht 
abgeschlossen. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Der Aschen- und Trockensubstanzgehalt der Lebergalle des 
Fistelhundes wird dureh Zufuhr von Cholsaure sowohl ohne als 
aneh mit Ableitung der Galle nach aussen gesteigert. 

2. Sowohl ohne als auch mit Ableitung der Galle nach aussen 
wird die Ausscheidung der Phosphorsaure und des Calciums der 
Lebergalle des Hundes durch Zufuhr von Cholséure sowohl der 
absoluten Menge nach als auch prozentual vermehrt. 

Es scheint mir aus den Befunden hervorzugehen, dass die 
vermehrte Ausscheidung der Phosphorséure auf der durch Zufuhr 
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von Cholsdure bedingten Steigerune des Nucleinstoffwechsels 
beruht, deren Folge eine Vermehrung des sekundaéren Phosphates 
in der Lebergalle ist, indem dadurch das pH der Galle bei Zufuhr 
von Cholsiure unter Verschiebung der Phosphatpufferung gestei- 
gert wird. 
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UBER DIE DARSTELLUNG VON EIGELBLECITHIN. 


Von 


YUJI SUEYOSHI. 


(Aus dem mediz.-chemischen Institut der Keio-Universitadt, Tokyo. 
Vorstand: Prof. Teruwchi.) 


(Hingegangen am 19. Dezember 1930) 


I. HKINuEITUNG. 


Zur chemischen und biochemischen Erforschung des Lecithins 
sind in sehr vielen Fallen Versuche mit reinem Material notwendig. 
Aber dieses reine Material war mit den jetzt gebrauchlichen Tren- 
nunesmethoden noch nicht zu gewinnen. Dadurch veranlasst, 
habe ich wiederholt verschiedene Versuche vorgenommen, aus deren 
Resultaten zu erkennen ist, dass die unten zu beschreibende Tren- 
nungsmethode die geeignetste ist. 


Il. BisuericeE TRENNUNGSMETHODEN. 


Von den bisher angewandten Trennungsmethoden sind als die 
bekannten zu nennen: a) die Erlandsensche, Methode (1907) 
b) die Macleansche Methode (1914) und ec) die Levenesche 
Methode (1921), von denen a) und b) zusammenfassend betrachtet, 
jede als aus zwei Manipulationen bestehend anzusehen ist. 

Erste Manipulation: Diese wird zur Entfernung der anderen . 
Substanzen vorgenommen, als Phosphatiden, wie Fett und Choles- 
terin, und ihr Prinzip besteht in der Ausnutzung der Higenschaft, 
dass Fett und Cholesterin in Aceton leicht loslich sind, wahrend 
die Phosphatide darin unldslich sind, dh. das Atherextrakt von 
Eigelb wird stark konzentriert und mit Aceton, solange Fallung 
eintritt, versetzt, wodureh das Lecithin und Kephalin zum 
Niederschlag gebracht werden. 

Zweite Manipulation. Diese wird zur Beseitigung des 
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Kephalins nach foleendem Princip hervorfiihrt: Das Prinzip ist, 
aus dem mit der ersten Manipulation gewonnenen Gemisch von 
Lecithin und Kephalin das letztere abscheiden zu lassen. Da das 
Lecithin in Alkohol leicht loslich, das Kephalin aber darin unloslich 
ist, so ist ein Gemisch von beiden bei Alkoholzusatz aus einander 
zu trennen. 

Es ist aber allbekannt, dass es durch die Darstellung nach der 
Erlandsenschen und der Macleanschen Methode noch nicht 
moglich ist, reines Lecithin zu gewinnen. 

Die Levensche Methode besteht darin, aus einem Alkohol- 
extrakt von Gewebe mit einer alkoholischen Losung von Cadmium 
Chlorid die Phosphatide zum Niederschlag zu bringen, dann aus 
den Cadmiumverhindungen der Phosphatide die Kephalinver- 
bindung mit Ather zu entfernen und endlich aus der Lecithin- 
verbindung mit ammoniakalischem Methylalkohol das Cadmium 
zu beseitigen. Auch das nach dieser Methode gewonnene Lecithin 
ist wegen des vermehrten Gehalts an Stickstoff offenbar fiir meinen 
Zweck nicht geeignet. 


III. Trennune pes LEcITHIns. 


Die vielen Versuche, die ich wiederholt vorgenommen, haben 
mich endlich dahin gebracht, die Trennungsmethode des Lecithins 
zu verbessern, wie unten ausgefiihrt werden soll. 

A) Was das Verfahren zur Entfernung von Fett und Choles- 
terin aus den Phosphatiden betrifft, so bringt man nach den 
bisherigen Methoden, wie schon erwahnt, mit Aceton das Phos- 
phatid zum Niederschlag und entfernt zugleich das in Aceton 
léshehe Fett und Cholesterin und zwar zu wiederholten Malen. 
Stern und Thierfelder™ konnten aber ungeachtet der Reini- 
gung mit dieser tiber zehn-Mal wiederholten Manipulation nicht 
zum Ziel gelangen. 

So ist die erste Manipulation nach den bisherigen Methoden, 
d. h. das Verfahren, das Lecithin mit Aceton zu reinigen, noch 
nicht gentigend. Das so gewonnene Lecithin ist daher gelb bis 
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‘ 
gelbbraun und halbfiiissig, was darauf zuriickzuftihren ist, dass 
demselben verschiedene Substanzen, wie Fette, beigemischt sind. 
Aber wenn soleche Beimischungen, wie unten erwaihnt werden soll, 
nach meiner Methode vollstandig entfernt werden, so kann ein 
Lecithin, das fast farblos und von viel festerer Konsistenz ist, 
gewonnen werden. 

B) Da man, wie oben erwiéhnt, mit der Manipulation zur 
Reinigung des Lecithins mit Aceton, auch bei tiber zehnmaliger. 
Wiederholung, doch das Fett noch nicht ganz entfernen kann, 
so muss zur weiteren Reinigung des Lecithins diese Manipulation 
noch weiter wiederholt werden. Ich habe sie folgendermassen 
ausgeftihrt : 

Zuerst wird ein atherisches Extrakt von Eigelb bei unter 40° 
im Vakuum abgedampft, zum Riickstand ungefahr das 3-4 fache 
Volumen Aceton zugesetzt, dann ein dadurch entstandenes Pra- 
cipitat aufgenommen, und wieder mit Zusatz des mehrfachen 
Volumen Aceton durchknetet, und endlich dieses dekantiert. Mit 
der haufigeren Wiederholung dieser Manipulation gewinnt das 
Lecithin allmahlich festere Konsistenz, und seine rotgelbe Farbe 
wird mehr hellgelb.. Wenn man die Manipulation mehr als 20 Mal 
wiederholt, so wird es so fest wie Wachs und fast farblos. Bei 
solehem Verfahren mit dem Lecithin muss das ungesattigte Fett 
und Cholesterin, welche in Aceton loslich sind, fast ganz entfernt 
werden. Aber es ist zu befiirchten, dass ein winziger Teil von un- 
gesattigtem Fett noch tibrig bleiben kann; denn wie haufig man 
diese Manipulation auch wiederholen mag, es scheint schwer, durch 
das Kneten beigemischtes ungesattigtes Fett ganz zu entfernen. 
Allerdings wird dasselbe hier groésstenteils beseitigt, und wenn 
liberhaupt, so bleibt nur ein wenig davon itibrig, wenn dies auch 
sein sollte. Dieser winzige tibrig bleibende Rest des Fetts kann 
mit dem unten zu erwaéhnenden Verfahren ganz entfernt werden. 

C) Wie oben erwiahnt, kénnen nach dieser Methode, das 
Lecithin mit Aceton zu reinigen, bei gentigender Wiederholung des 
Verfahrens in Aceton leicht losliche Substanzen, wie ungesattigtes 
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Fett und Cholesterin, fast ganz entfernt werden; aber das gesattigte 
Fett, welches in kaltem Aceton wenig loslich ist, muss dabei in 
ziemlich grosser Menge tibrig bleiben, wie die folgenden Unter- 
suchungen zeigen. Da das gesattigte Fett schwer loslich in kaltem 
Aceton, aber leicht loshech in warmem Aceton ist, wird das nach 
der unter B) erwahnten Ausftihrung gereinigte Lecithin mit 
‘ warmem Aceton extrahiert und abgekiihlt. Dabei wird eine grosse 
Menge weisser Substanz ausgeschieden. Diese weisse Substanz ist 
zum grossten Teil kristallinisch und zum kleinen Teil amorph. 
Die amorphe Substanz ist leicht loslich, die kristallinische hingegen 
nur schwach léslich in kaltem Ather. Also lassen sich beide von 
einander trennen. Die amorphe Substanz stimmt in dem Gehalt 
an Phosphor und Stickstoff und in der Beschaffenheit derselben 
mit dem Phosphatid tiberein. Die kristallinische Substanz wird, 
da sie in warmem Ather leicht léslich, aber in kaltem Ather schwer 
léslich ist, viermal umkristallisiert, um ihre Beschafenheit zu un- 
tersuchen. Die Resultate sind folgende: 


1) Léoslichkeit. 


leicht loslich im schwer loslich im 
warmen kalten 

Alkohol Alkohol 

Ather Ather 

Aceton Aceton 


2) Schmelzpunkt, 59°. 3) Akrolein-Reaktion, deutlich. 

4) P- und N-Reaktion, negativ. 

5) FettsAure: a) Menge (nach Kumagawa-Suto), 91,0%. 
b) Jodzahl, 0. ¢) Schmelzpunkt, 56°. 

6) Unverseifb. Subst., 0. 


Die obigen Resultate zeigen, dass die Kristalle ein Gemisch 
der gesittigten Fette: Stearin und Palmitin sind. 

D) Warum losen sich gesattigte Fette, wie Stearin und Pal- 
mitin, in dem Atherextrakt von Higelb in grossen Mengen, wiihrend 
sie doch, wie oben erwihnt, in kaltem Ather schwer loslich sind?. 
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Dies kann daraus erklart werden, dass diese Substanzen in blossem 
Ather zwar schwer loslich sind, aber, wenn in dem Ather eine 
andere Substanz, wie ungesattigtes Fett, gelost enthalten ist, durch 
diese geldste Substanz in grosser Menge geldést werden. 

Denn, wenn man versuchsweise diese gesittigten Fette in 
Ather mit geléstem Olivenél bringt, so kann man erkennen, dass 
sie sich leicht lésen. Man dampfe durchsichtiges Atherextrakt 
von Higelb im Vakuum zu einer konzentrierten Losung ab, setze 
dann Aceton dazu und bringe das Phosphatid zum Niederschlag, 
darauf lose man das Pricipitat wieder in dem Ather; dann wird 
eine unldsliche Substanz ausgeschieden, welche weissliche Triibung 
hervorbringt. Nun wird diese Substanz filtriert, und das durch- 
sichtige Filtrat durch Abdampfung konzentriert. Es wird wieder 
triibe, wenn man wieder Ather hinzusetzt, eine Erscheinung, welche 
so hartnackig vorkommt, dass Stern und Thierfelder (1907) 
auch mit ihrer tiber zehnmal wiederholten Manipulation diese 
weisse Substanz nicht beseitigen konnten. 

Ich sammelte und analysierte diese weisse Substanz und fand, 
dass die Reaktion von Phosphor und Stickstoff anfangs positiv 
war, aber nach mehrmaliger Umkristallisierung mit warmem 
Ather negativ wurde; dass ferner ihr Schmelzpunkt und ihre 
anderen Kigenschaften denen des oben erwahnten Gemisches von 
Stearin und Palmitin entsprachen. Die Ursache, weshalb das 
gesittigte Fett, wie oben erwiahnt, beim Zusatz von Ather zu dem 
mit Aceton gefallten Phosphatid sich ausscheidet, ist darin zu 
suchen, dass ein Teil des gesattigten Fettes, welcher bei Anwesen- 
heit des ungesattigten Fettes gelést war, durch die Entfernung 
eines Teiles des letzteren unloslich ausgeschieden wurde. 

E) Das mit Aceton gereinigte Lecithin enthalt noch eine 
erosse Menge von gesattigtem Fett, welche daher entfernt werden 
muss. Da das gesittigte Fett sich in warmem Aceton in 
erosser, das Lecithin aber darin nur in kleiner Menge lost, kann 
man bei der Reinigung durch Beriicksichtigung dieser Eigenschaf- 
ten zum Ziel gelangen. Wenn das Lecithin in ein fast gleiches 
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Volum von Aceton, welches bis nahe an den Siedepunkt erwarmt 
ist, gebracht wird, so schmilzt es allmahlich, bis es fliissig geworden 
ist; unter tiichtiger Umriihrung wird dabei die in Aceton losliche 
Substanz zur Auflosung gebracht, worauf die obere Flissigkeit 
entfernt wird. Durch 6-7 malige Wiederholung dieser Manipu- 
lation kann die in warmem Aceton losliche Substanz ganz entfernt 
werden. Die Reinigung des Lecithins mit diesem warmen Aceton 
hat die gleichzeitige Entfernung des noch etwa restierenden un- 
gesattigten Fettes zur Folge. Dieses Verfahren, aus dem Phos- 
phatid ungesattigtes und gesattigtes Fett zu entfernen, bringt 
selbstverstandlich auch das Cholesterin zur Beseitigung, was auch 
daraus deutlich zu erkennen ist, dass in dem so gereinigten Lecithin 
keine unverseifbare Substanz enthalten ist. . 

F) Das mit dem oben erwéhnten Verfahren gereinigte Phos- 
phatid enthalt kein Fett und Cholesterin mehr. Nun muss die 
zweite Manipulation, die anderen Phosphatide zu entfernen, vervoll- 
kommnet werden. Die bisherigen Methoden bestehen darin, dass 
man, wie schon erwahnt, aus der atherischen Losung der Phospha- 
tide mit Alkohol, in Alkohol unldsliche Phosphatide, wie das 
Kephalin, zum Niederschlag bringt, wahrend das Lecithin in 
Loésung zuriickbleibt. Aber in dem nach dieser Methode dargestell- 
ten Lecithin ist, wie allgemein anerkannt ist, noch eine grosse 
Menge Kephalin beigemischt vorhanden. 

Dass in Alkohol unldshehe Substanzen wie Keshatiak sich in 
einer alkoholischen Lecithinlésung auflésen, muss wohl von dem 
Vorhandensein des Lecithins herkommen. Dieses Verhalten ist 
dasselbe, wie das, dass sich ein gesattigtes Fett bei Anwesenheit 
eines ungesittigten Fettes in Ather lést. Deswegen habe ich im 
foleenden Verfahren die beiden Phosphatide von einander trennen. 

Bei der Abkiihlung der alkoholischen Lecithinlésung, welche 
Kephalin enthielt, wurde ein weisser Niederschlag ausgeschieden, 
dessen Menge mit dem Abfall der Temperatur immer grésser wurde. 
Nachdem die Losung bis —13° abgekiihlt worden, wurde die obere 
Flissigkeit untersucht, was ergab, dass darin kein Aminostick- 
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stoff enthalten war. Also miissen durch diese Abktihlung in Alko- 
hol unlosliche Substanzen, wie das Kephalin, ganz ausgeschieden 
worden sein, aber es war unvermeidlieh, zugleich auch einen Teil 
des Lecithins auszuscheiden. 


TV. ANALYSENRESULTATE. 


Die Untersuchung des nach der oben erwaéhnten Methode ge- 
wonnenen Lecithins hat folgende Resultate ergeben: 

Higenschaften: Das Lecithin war von wachsartiger Konsis- 
tenz und fast farblos, in Alkohol und Ather loslich, in sehr kaltem 
Ather weniger léslich, und verainderte beim Aufbewahren in Aceton 
die Farbe am langsamsten. 


Analysenresultate : 
1) Phosphor (n. gravimetrischer Bestimm.), 3,84% 
2) Stickstoff (n. Kjeldahl), 1,74% 


3) Fettsiure (n. Kumagawa-Suto, Alkoholische Lecithin- 
losung wurde mit 2%Na0OH+2%Ba(OH)>:-Lésung 
bei Zimmertemperatur verseift.), 70,09% 

4) Unverseifb. Subst. (n. Kumagawa-Suto.), 0. 


V. UNTERSUCHUNG UBER LECITHINCADMIUM. 


Wenn zu der alkoholischen Losung des nach dem obigen Ver- 
fehren darfiestellten Lecithins eine alkoholische Losung von CdCl 
zugesetzt wird, entsteht ein weisser Niederschlag, eine Lecithin- 
cadmium-Verbindung. Diese Verbindung, in warmem Alkohol 
geldst und allmahlich abgekiihlt, zeigt schone Kristalle, wie die 
Figur zeigt. Diese Kristalle braunten sich bei 140°. 

Da diese Kristalle sémtlich fadenformig sind, ist zu erkennen, 
dass die Kristalle nur aus Lecithincadmium bestehen. 


VI. VERGLEICHHUNG DES LECITHINS MIT DEM 
LEcITHINCADMIUM. 
In folgenden sind die Resultate, welche die Analyse der Leci- 
thincadmium-Kristalle einerseits und des nach obigem Verfahren 
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Fig. 1. 


dargestellten Lecithins andererseits ergab, vergleichend zusam- 
mengestellt. Wenn die Resultate der letzteren mit denen der 
ersteren in gleichem Verhaltnis stehen, so muss auch das Lecithin 
rein sein. 

Analysenmethode. Bei den Lecithincadmium-Kristallen wur- 
den der Gehalt von P, N und Fettsaéure nach der schon erwahnten 
Methode, an Cadmium nach der Cadmiumoxyd-Methode bestimmt. 
Die Resultate sind im folgenden zusammengestellt. 


1) Phosphor (n. gravimetrischer Bestimm.), 3,00% 
2) Stickstoff (nm. Kjeldahl), 1,42% 
3) Fettsiure (n. Kumagawa-Suto.), 57,04% 
4) Cadmium (n. h. Cadmiumoxyd-Methode), 11,13% 


Die Vergleichung der mit Lecithincadmium und mit Lecithin 
erhaltenen Resultate ergibt folgendes. 


(Se) 
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Verhaltnis. 
Lecithin-Cd. % Lecithin % 
Lecith.-Cd. Lecith. 
Ie, 3,00 3,84 1,00 L277, 
N. 1,42 1,74 1,00 1,23 
Fettsiure 57,04 70,09 1,00 1,23 


Mit den beiden Praparaten ergeben sich immer fast iiberein- 
stimmende Resultate, also muss das Lecithin rein sein. 


VII. DarsTELLUNGSMETHODE DES LECITHINS. 


Aus dem oben Erwahnten stellt sich heraus, dass das von mir 
dargestellte Lecithin sehr rein ist. Ich gebe im folgenden noch- 
mals die Darstellungsmethode an. 

Zuerst wurde das Higelb mit dem mehrfachem Volum Ather 
extrahiert, das Filtrat im Vakuum bei unter 40° abgedampft, eine 
hierdurch entstandene obere olige Substanz entfernt, und die 
untere gelbe Masse mit Zusatz des ungefahr gleichen Volumen 
Aceton umgeriihrt, was nach der Dekantierung der oberen Fliissig- 
keit wiederholt wurde. Mit der haufigen Wiederholung des Ver- 
fahrens wird die Masse, welche anfangs gelb und weich war, all- 
mahlich mehr hellgelb und von festerer Konsistenz, bis sie sich 
nicht mehr umrithren lasst. Dann wird alles in den Morser 
gebracht und nach Zusatz von Aceton durchgeknetet, die obere 
Flissigkeit ausgegossen und wieder mit Aceton durchgeknetet. 
Mit der Wiederholung dieser Manipulation wird die Masse von 
leimartiger Konsistenz, nach und nach so fest wie Wachs und fast 
farblos. Dann wurde dazu das 5-6 fache Volumen absoluten 
Alkohols zugesetzt. Das Filtrat wird mit einer Kaltemischung 
bei unter —13° abgektihlt, worauf die in absolutem Alkohol un- 
léslichen Bestandteile gefallt und davon die tiberstehende Fliissig- 
keit getrennt wurden. Hine andere Weise der Ausfiihrung ist, das 
Filtrat mit einer Kaltemisehung bei unter —18° abzukiihlen und 
dann moglichst schnell zu filtrieren. Die obere Flissigkeit oder 
das Filtrat wird bei unter 50° in Vakuum abgedampft, und nach 
Acetonzusatz ein Niederschlag gefallt. Wenn man den Nieder- 


154 Y. Sueyoshi. 


schlag, das Lecithin, in erwirmtes Aceton (bei 55°) hineingibt, 
entsteht eine fliissige Masse, aus der nach vollstindigem Mischen 
die obere Fliissigkeit entfernt, und die so gewonnene Masse noch- 
mals zu dem erwiérmten Aceton zugesetzt wird. Das Verfahren 
wird 7-8 mal wiederholt. Das dadureh gewonnene Lecithin ist 
fast farblos und zeigt eine wachsartige Konsistenz. 

Zu den Kosten dieser Arbeit ist vom Verein zur Hrinnerung 
an das 300 jahrige Jubilaum des Toshogu beigesteuert worden. 
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UBER DIE FETTSAUREN DES EIGELBLECITHINS. 
I. Mitteilung. Die gesattigten Fettsauren. 


Von 


YUJI SUEYOSHI unp TOMIJI FURUKUBO. 


(Aus dem mediz.-chemischen Institut der Keio-Universitat, Tokyo. 
Vorstand: Prof. Terwuchi.) 


(Hingegangen am 19. Dezember 1930) 


EKINLEITUNG. 


Uber die Fettsauren des Lecithins haben seit langer Zeit viele 
Autoren Studien gemacht, aber ohne grosse Riicksicht darauf zu 
nehmen, dass das dazu zu verwendende Material von Fett und 
Kephalin frei sein muss. Neuerdings haben Levene und Rolf 
(1921) in Riicksicht hierauf Untersuchungen angestellt, welche 
aber auf die Arten der Fettsduren beschrankt, dagegen auf das 
quantitative Verhaltnis der einzelnen Fettséuren nicht ausgedehnt 
waren. 

Zur Klarstellung dieses Verhaltnisses habe ich daher die fol- 
eenden Versuche vorgenonmen, in dem ich nach der Sueyoshischen 
Methode (1931) rein dargestelltes Lecithin als Material verwendete. 
Durch diese Versuche konnte ich ausser der Feststellung des 
quantitativen Verhaltnisses der Fettsauren noch weitere Fettsduren 
finden, welche die bisherige Erforschung des Lecithins noch nicht 
entdeckt hatte. 

Die gesattigten Fettséuren des Higelb-Lecithins sollen nach 
Levene und Rolf Stearin- und Palmitinséure sein. Aber meine 
Versuche haben festgestellt, dass diese Fettsiuren nur wenig im 
Lecithin vorhanden sind. Im folgenden sollen die Versuche be- 
schrieben werden. 
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Trennung der Fettsduren. 


Das Lecithin wurde in Alkohol aufgelést, 5% Natrium Alko- 
holat hinzu gesetzt, und das Ganze bei Zimmertemperatur ca. 10 
Stunden lang stehen gelassen; dann wurde mit Salzsaure 
angesiiuert, und sodann wurde nach Zusatz von Ather im Vakuum 
bei 40° der Alkohol abgedampft. Der Riickstand wurde mit Ather 
extrahiert, das Extrakt mit Wasser gewaschen, und der Ather im 
Vakuum abgedampft. Die so erhaltenen Fettséuren wurden in 
gesdttigte und ungesdttigte getrennt. Die gesattigten Fettsauren 
wurden aus den Bleisalzen von Lecithinfettsiure mit Ather auf 
evewohnliche Weise von den ungesattigten getrennt und die weitere 
Untersuchung iiber die gesdttigten Fettsauren ausgefthrt. 


I. TRENNUNG DURCH FRAKTIONIERTE F'ALLUNG. 


A) 3,2¢ gesdttigter FettsdAuren wurden in 200 cem 95 proz. 
Alkohol gelést ; wenn zu 20 cem der Lésung 17 cem gesattigter alko- 
holischer Bleiazetatlosung zugesetzt wurden, konnte die Gesamt- 
menge der Fettsdure als fettsaures Blei zum Niederschlag gebracht 
werden. Nachdem wir das mit Experimenten festgestellt hatten, 
schieden wir durch Zusatz von 30.6 ecm Bleiazetatlosung zu 180 ecm 
der Fettsaurelosung das Bleisalz vollstandig aus und filtrierten 
dann: dem Filtrat wurden wieder 30.6cem Bleiazetatlosung 
hizugeftigt und das fettsaure Blei gefallt. Durch Wiederholung 
dieses Verfahrens wurden 5 fraktionierte Fallungsmassen erhalten. 

Die Fallungsmassen wurden mit Alkohol gewaschen, nach 
Zusatz von Ather und Salzsiiure geschiittelt, die Atherlésung ab- 
gedampft, und endlich der Schmelzpunkt des Riickstandes be- 
stimmt. Die Resultate zeigt die folgende Tabelle. 

Wie aus der Tabelle I ersichtlich, ist fast kein Unterschied 
zwischen dem Schmelzpunkt der ersten und dem der fiinften 
Fraktion zu erkennen: der Schmelzpunkt halt sich in den engen 
Grenzen von 55,5° und 56,5°. 

B) Die Resultate der Versuche zeigten, dass die Fettsauren, 
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TABELLE I, 
Fraktion Schmelzpunkt 
ii 56,-56,5° 
II DD, o0 
1OBE Bpsoee 
EV! aR 
NE 5535. 


aus den Fraktionen I und V abgeschieden, von derselben Art 
waren. Zur genaueren Untersuchung habe ich noch folgende 


Versuche vorgenommen : 


Mit den durch dieselbe Behandlung wie in den vorigen Ver- 
suchen gesammelten Fraktionsmassen wurden nochmalige Frak- 
tionen ausgefiihrt, welche die aus der Tabelle II (A, B, C) ersicht- 


lichen Resultate ergeben haben. 


Zuerst seien die Resultate bei derselben Behandlung wie in 


den vorigen Versuchen erwahnt. 


TABELLE II A, 


Versuch 1 


Versuch 2 


(Schmelzpunkt der Fettsiure 


(Schmelzpunkt der Fettsiure 


55,5°) 55,5°) 
Fraktion Schmelzpunkt Fraktion Schmelzpunkt 
i 56,5° I 56,5° 
AGE 56,5° Il 56,5° 
IEE 55,5- Hele Bibs 
IV 55,5° IV 5DiDe 
V DDsoM Vv Spy 5) 


Die Fraktionssubstanzen aus den Versuchen 1. und 2, I und II 
einerseits, [V and V andererseits wurden nochmals gesammelt, und 
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mit jeder Sammlung die fraktionierte Fallung wiederholt, was die 
folgenden Resultate ergab: 


TABELLE II B. 


Fraktion Schmelzpunkt 
q 56,5-57° 
II Ow 
IIL 56s 
IV 55,5-56.2 
V SISHae 


TABELLE II C. 


Fraktion Schmelzpunkt 
I 5D, 
ay SDs: 
or 56.° 
VI Dilla 
V 56.° 


Die Versuche unter C) wie auch unter B) ergaben dieselben 
Resultate wie die Versuche unter A), d.h. dass die Fettsaiure aus 
allen Fraktionen einen Schmelzpunkt von 55,5—-56,5° hatte. 

Deshalb habe ich weiter mit einer Fettsaure, welche mit 
Stearin- und Palmitinséure so weit gemischt war, dass der Schmelz- 
punkt 55,5-56,5° war, Versuche vorgenommen und die Resultate 
mit eimander verglichen. Denn nach der bisherigen Literatur 
sollen, wie schon erwahnt, die gesdttigten Fettsiuren des Lecithins 
ein Gemenge von Stearin- und Palmitinséure sein. 

Versuch 1. Die Fettsdure wurde mit Stearin- und Palmitin- 
saure zu gleichen Teilen gemischt. Das Ergebnis ist aus der 
Tabelle III ersichtlich. 


oh f amma 


a tasting dot 
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TABELLE III. 


Gemischte FettsAure 
(Schmelzpunkt 56,5° ) 


Lecithinfettsaure 
(Schmelzpunkt 56°.) 


Fraktion Schmelzpunkt Fraktion Schmelzpunkt 
iT: 63,5-64° I 55,0-06- 
II 61. =63.° II Easy sr 
MBE 56S. ee 5b,0-560" 
IV 5p,)-00- IV 55,5-56° 
V 54, —55° Vv 56, -56,5° 


Versuch 2. Dann wurden mit Fettsiure, die mit Stearin- 
saure im Verhaltnis von 35% und mit Palmitinsdure im Verhaltnis 
von 65% gemischt war, dieselben Versuche wie oben vorgenommen, 
deren Resultate die Tabelle IV zeigt. 


TABELLE IV. 


Gemischte Fettsaure 
(Schmelzpunkt 55,5-56° ) 


Lecithinfettsaure 
(Schmelzpunkt 56°.) 


Fraktion Schmelzpunkt Fraktion Schmelzpunkt 
E 64,-65,5° i 55,5-56° 
ie 59,-60° aNd 55,p-56- 
Te 56;-50;0" TLE 55,5-56° 
IV BD5- IV 55,b-00. 
Vv 50,;-DDsDu Vv D0; =96;5 


Versuch 3. Darauf wurde mit einer Fettséure, welche mit 
Stearin- und Palmitinséure im Verhialtnis der Molekulargewichte 
gemischt war, auf gleiche Weise verfahren. Die Resultate sind 
aus der Tabelle V zu ersehen. 

D) Die Zusammenfassung der obigen Versuchsresultate 
zeigt, dass wenn die Fraktion mit einem Gemenge von Stearin- 
und Palmitinséure ausgefiihrt wird, die Fettsiure bei der Frak- 
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TABELLE V. 
Gemischte Fettsiure Lecithinfettsiure 
(Schmelzpunkt 56,5°.) (Schmelzpunkt 56°) 
Fraktion Schmelzpunkt Fraktion Schmelzpunkt 
alt 64,5-65,5° I 56 
Ti 58, -59°. Ti 56.° 
III 56, -56,5° 1AM 56. 
Dis 54,5-55°. aA) 56,5. 
V 55,5-56,5° V Savane 


tion I immer einen Schmelzpunkt von 63,5-65,5°, die bei der Frak- 
tion II aber einen solchen von 58,—63,°, hatte. Also ist zu erken- 
nen, dass die Fettsaure bei der Fraktion I hauptsachlich aus 
Stearinsdure bestand, mit welcher etwas Palmitinsaéure gemischt 
war, wahrend in der bei der Fraktion II. eine ziemlich grosse 
Menge von Stearinséiure enthalten war. Aber die Versuche mit 
Lecithinfettsdure zeigten, dass die Fettsaéure bei der Fraktion I 
keinen von der urspriinglichen verschiedenen Schmelzpunkt hat. 
Also ist die Lecithinfettséure nicht als ein Gemenge von Stearin- 
und Palmitinséure anzusehen. Gesetzt, dass diese Fettsaiuren 
vorhanden waren, so ist ihre Menge doch als winzig anzunehmen: 
die gesattigte Fettsaure des Lecithins besteht vielmehr hauptsich- 
lich aus Fettsauren, welche bei 55,5-56,5° schmelzen. 


II. TrRENNUNG DER FETTSAUREN NACH DER KREIS 
UND HAFNERSCHEN METHODE. 


In 100 cem 94.5 Vol.% Alkohols lost sich nach Kreis und 
Hafner bei 0° von Stearinséure 0.122 und von Palmitinséure 
0.52 g. Um also nicht die letztere, sondern die erstere zu fallen, 
wurde zu der zu untersuchenden Fettséuren die entsprechende 
Menge von Alkohol zugesetzt, und der Schmelzpunkt des Nieder- 
schlags bestimmt. 

Darauf wurde zu dem Filtrat zur Trennung von etwa noch 


Uber die gesiittigten Fettsiiuren des Higelbleicithins. 161 


gelost vorhandener Stearinsiiure eine entsprechende Menge alko- 
holischer Lésung von Mg-Acetat zugegossen, filtriert, und der 
Schmelzpunkt der Fettsiure im Filtrat (Filtrat I) bestimmt. 
Wenn die Menge des verwendeten Mg-Acetats nicht geniigte, wurde 
noch 1/3 zugesetzt, und der Schmelzpunkt der Fettsaure im Filtrat 
(Filtrat IL) nochmals bestimmt. 

Ich nahm die obigen Versuche mit Lecithinséure vor und ver- 
wendete zugleich eine Mischung von Stearin- und Palmitinsaure als 
Material, um vergleichende Untersuchungen anzustellen. Die 
benutzten Mengen und die Resultate sind aus der folgenden Be- 
schreibung zu ersehen : 

Versuch 1. 1g Fettséure wurde in 140 cem cone. 94.4 Vol.% 
Alkohol gelost und so behandelt, wie oben erwahnt, wobei 11 ccm 
1.5%iges Me-Acetat zur Verwendung kamen. Die Resultate sind 
folgende (Tab. VI.) : 


TABELLE VI. 


Gemischte Fettsaiure Lecithinfettsiure 
Schmelzpunkt Schmelzpunkt Schmelzpunkt Schmelzpunkt 
der ausgeschied. der Fettsiure der ausgeschied. der Fettsdure 
Kristalle. im Filtrat. Kristalle. im Filtrat. 
63° 56° ah 55s Dre 


Versuch 2. 1.5g FettsAure wurde in 300cem Alkohol gelost, 
18 cem 1% Acetats gebraucht. Die Resultate zeigt die Tab. VII. 


TABELLE VII. 


Gemischte Fettsaure Lecithinfettsiure 
Schmelzpunkt Schmelzpunkt Schmelzpunkt Schmelzpunkt 
der ausgeschied. der Fettsiiure der ausgeschied. der Fettsaure 
Kristalle. im Filtrat. Kristalle. im Filtrat. 


65,-65,5° 55,5-56°. keine Ausscheid. 55-55.) 
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Versuch 3. 1g Fettsaure in 100 cem Alkohol gelést. Die hier 
verwendete Menge 1,5% Mg-Acetats betrug 9 ccm, beim zweiten 
Mal 6cem. Die Resultate werden in der folgenden Tabelle VIII 
angegeben. 


TABELLE VIII. 


Gemischte Fettsiure Lecithinfettsiure 


Schmelzpunkt Schmelzpunkt der Schmelzpunkt Schmelzpunkt der 
der Fettsaure, der Fettsaure, 
ausgeschied, im im ausgeschied, im im 

Kristalle. Filtrat I | Filtrat II Kristalle. Hiltrah oe, whale coee 


65° 56° 59,-60° 57° Boy 57-57,5° 


Aus den obigen Resultaten ergibt sich, dass die aus der ge- 
mischten Fettsiure ausgeschiedene Fettsiure einen Schmelzpunkt 
von 63.0-65.5° hat, wahrend die aus der Lecithinfettsiure aus- 
geschiedene bei 56,5° schmilzt. So lasst sich erkennen, dass erstere 
hauptsachlich aus Stearinsdure besteht, letztere von ganz gleicher 
Art mit der urspriinglichen ist, und daher auch beim Versuch II 
keine Ausscheidung der Fettsdure d. h. der Stearinséure vorkommt. 

Es ist also unmoelich zu folgern, dass Stearinsdure in der 
Lecithinsaure vorhanden ist: selbst angenommen, dies wire moglich, 
so ware doch ihre Menge nur verschwindend gering. Auch kann 
man erkennen, dass fast die gesamte Lecithinfettséure einen 
Schmelzpunkt von ea. 56° hat. 

Die Fettsdure, welche im Filtrat I vorkommt, zeigt sowohl bei 
der gemischten Fettsaure, als auch bei der Lecithinséure einen 
Schmelzpunkt von 55—-56°, aber diejenige, welche sich im Filtrat 
II findet, bei der gemischten Fettsaure einen auf 59-60° gestie- 
genen, ein Schmelzpunkt, welcher zeigt, dass er sich dem der 
Palmitinséure angendhert hat, wahrend der Schmelzpunkt bei der 
Lecithinfettséure noch immer bei 57—57,5° bleibt. Daraus kann 
man annehmen, dass, wenn in der Lecithinfettsfiure eine Palmitin- 


oS 
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saure enthalten ist, so nur in geringer Menge. Der Schmelzpunkt 
der im Filtrat II enthaltenen Fettsdure zeigt eine geringe Erho- 
hung; daraus zeigt sich ebenfalls, dass Palmitinséure in der Leci- 
thinfettsaure in sehr geringen Mengen vorhanden ist. 


Ill. UntersucHunGé NAcH DER HEHNER UND 
MItTCHELLSCHEN METHODE. 


A.) Aus den obigen Versuchsresultaten lasst sich das Vor- 
handensein von Stearinsaure in der Lecithinfettséure nicht nach- 
weisen. Um das noch weiter zu beweisen, habe ich nach der 
Hehner- und Mitchellschen Methode untersucht. 

Ich stellte bei 0° 92%ige methylalkoholische gesittigte Losung 
von Stearinsdure dar, loste darin eine gewisse Menge der zu un- 
tersuchenden Fettsaure, liess die Losung eine Nacht hindurech in 
Hiswasser stehen und bestimmte die Menge der ausgeschiedenen 
Krystalle. 

Ich habe ausser mit Lecithinfettsiéure noch mit einem Gemenge 
von Stearin- und Palmitinséure und mit jeder der beiden letzteren 
die gleichen Versuche ausgefiihrt und die Resultate mit einander 
verglichen. 

Versuch I. Derselbe wurde gemacht, nachdem in 100 ccm 
mit Stearinséure gesadttigten Methylalkohols die verschiedenen 
Fettsduren im Verhaltnisse, welches die Tab. IX zeigt, gelost wor- 


den waren. 
TABELLE IX A. 
Kontrolle. 
4 Lecithin- | Gemischte| Stearin- | Palmitin-|gesittigte 
Fettsaure fettsiure| Fettsiure siure sure Stearin- 
losung 
angewandte Menge 0,4 ¢ 0.4 ¢ 0,2 ¢ 0,2 ¢ 
Ausscheidungsgrad _ +ttt+] +4+4++ _ ~ 
. Ca, Ca, 
Ausgeschiedene Menge 0 0,28 0,22 0 0 
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Versuch II. Nur die Fettséure in geringerer Menge verwen- 
det, im tibrigen auf dieselbe Weise verfahren, wie im Versuch I. 
Die Resultate sind die folgenden: 


TABELLE IX B. 


Kontrolle. 
Rete ks Lecithin- | Gemischte| Stearin- | Palmitin- | gesattigte 
Fettsaure fettsaure| Fettsiure siure sure Stearin- 
loésung 
angewandte Menge 0,3 g 0,3 g 0,15 g 0,15 g = 
Ausscheidungsgrad = +t++ Siac = — 


Die obigen Versuchsresultate zeigen, dass bei den Versuchen 
mit der gemischten Fettsaure oder der Stearinsiure eine grosse 
Menge Stearinséiure, aber bei denen mit Lecithin- und Palmitin- 
sdure nichts davon ausgeschieden wird. Daraus ist zu erkennen, 
dass in Lecithinfettsaure keine oder doch nur wenige Stearinsdure 
vorhanden ist. 

B) Von dem Prinzip der Hehner und Mitchellschen 
Methode zur Ausscheidung der Stearinsiure ausgehend, habe ich 
foleende Versuche mit Palmitinsiure vorgenommen : 

Zuerst wurde bei 0° methylalkoholische gesattigte Losung von 
Palmitinsaure hergestellt, in weleher eine gewisse Menge der Fett- 
saure, die untersucht wurden soll, gelost wurde, worauf die Losung 
die ganze Nacht hindurch abgekiihlt und die Menge der ausgeschie- 
denen Fettsiure untersucht wurde. Diese Versuche wurden, wie 
die vorigen, mit der Lecithinfettsdure, der gemischten Fettsaure 
und sowohl mit Stearin- wie Palmitinsdure ausgefiihrt. 

Versuch I. In 100 cem mit Palmitinsdure gesattigten Methyl- 
alkohols wurden die Fettsauren im Verhaltnis, das Tab. X. A. zeigt, 
gelost und bei 0° die ganze Nacht hindurch abgekihlt. 

Versuch II. Hier wurde so verfahren, wie im Versuch I, 
und bei 0° die Nacht hindurch abgekiihlt. Die Resultate zeigt die 
folgende Tabelle. 
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TABELLE X A. 


165 


Kontrolle. 
Bottsuure Lecithin- | Gemischte| Stearin- | Palmitin-| gesitt. 
fettsaiure | Fettsaiure saure saure Palmitin- 
siure. 
angewandte Menge 0,3 g 0,3 g 0,15 g 0,15 g 
Ausscheidung cc Sana an aes aS = 
TABELLE X B. 
Kontrolle. 
ares | Lecithin- | Gemischte| Stearin- | Palmitin- | 8°S4ttigte 
Fettsaure fettsiure | Fettsiure saure siure Lésung 
Palmitin- 
siure. 
angewandte Menge 0,4¢ 0,4 g 0,2 ¢ 0,2 ¢ 
Ausscheidung — t++++ Pe as = 
Versuch III. Dasselbe Verfahren wie im Versuch II. Die 
Ergebnisse finden sich in folgender Tabelle verzeichnet : 
TABELLE X C, 
Kontrolle. 
oe Lecithin- | Gemischte| Stearin- | Palmitin-|&¢sttiste 
Fettsaure fettsiure | Fettsiure| siure sdure Losung 
Palmitin- 
sdure. 
angewandte Menge 0,6 g 0,4 g 0,2 ¢ 0,3 g 
Ausscheidung = aPar op an Staite + -- = 


Die obigen Versuchsresultate ergeben, dass bei den Versuchen 
mit der gemischten Fettséure, der Stearin- oder der Palmitinsdure 
die betreffende Fettsiure ausgeschieden wird, aber bei denen mit 
der Lecithinfettsiure keine Ausscheidung stattfindet, woraus her- 


vorgeht, dass in der letzteren keine oder nur wenig Palmitinséure 


vorhanden ist. 
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Aus den Resultaten der obigen Versuche A) und B) ergibt 
sich, dass in der Lecithinfettsiure Stearin- und Palmitinsdure gar 
nicht vorhanden, oder wenn dies doch der Fall sein sollte, nur 
in verschwindend geringen Mengen vorhanden ist. 


IV. AUSSCHEIDUNG AUS DER ALKOHOLISCHEN LOSUNG. 


In einer gewissen Menge absoluten Alkohols wurde eine gewisse 
Menge zu untersuchender Fettséure gelost, welche Losung bei 0° 
eine Stunde lang abgektihlt und auf die daraus ausgeschiedene 
Fettsdure untersucht wurde. 

Versuch I. Je 6g der Lecithinséure (Schmelzpunkt 56°) und 
eines Gemenges (Schmelzpunkt 56°) von Stearin- und Palmi- 
tinséure wurden einzeln in 120 ccm absoluten Alkohols gelost. 

Die Resultate zeigt Tabelle XI A. 


TABELLE XI A. 


Lecithinfettsaure Gemischte Fettsiure 
Ausgechiedenene Ausgeschiedenene 
Menge Schmelzpunkt Menge Schmelzpunkt 
15¢ 56° 2,5 ¢ Gt? 


Versuch IT. Je 2¢ nur Lecithinsaure bzw. gemischte Fettsaure 
wurden in 45 cem absol. Alkohols gelost, mit welcher Lésung ex- 
perimentiert wurde. Die Resultate sind folgende: (Tabelle XI B) : 


TABELLE XI B. 


Lecithinfettsiure Gemischte Fettsiiure 
Ausgeschiedenene Ausgeschiedenene 
Menge Schmelzpunkt Menge Schmelzpunkt 


0,52 BT 1,0¢ 66° 


-(j—__—e~,; 
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Nach den obigen Resultaten liegt der Schmelzpunkt der aus- 
geschiedenen Fettsaure bei der gemischten Fettsaéure bei 61,5—-66,0°, 
was erkennen liisst, dass sie zum grdéssten Teil aus Stearinsdure, 
zum kleineren Teil aus Palmitinséure besteht, aber bei der Lecithin- 
fettsiure bei 56—57°, ein Schmelzpunkt, welcher nicht verschieden 
von dem der urspriinglichen Fettsaure ist. Also muss wohl die 
Lecithinfettséure Stearin- und Palmitinséure gar nicht oder in 
nur geringer Menge enthalten und zum grdéssten Teil aus einer 
Fettsaure mit dem Schmelzpunkt bei 56-57° bestehen. 


V. FRAKTIONIERTE DESTILLATION DES METHYLESTERS. 


Zur Trennung der verschiedenen Fettsiuren wird heutzutage 
die -Fraktion der Methylester derselben haufig angewendet. Auch 
~ich untersuchte nach dieser Methode die Lecithinfettséure und ein 
Gemenge von Stearin- und Palmitinséure, um die Resultate mit 
einander zu vergleichen. \ 

A) Die Darstellung der Methylester: 15g zu wntersuchender 
Fettséure wurden in einer gemischten Lésung von 40 cem Methyl- 
alkohol, 2,5% Salzsiure enthaltend, und 50cem Ather gelést, 12 
Stunden lang erhitzt, um nach der Hallerschen Methode den 
Methylester darzustellen. 

B) Ich fraktionierte zuerst den Methylester der Mischung 
von Stearin- und Palmitinsaure, um darauf zu untersuchen, aus 
welcher Fraktion eine von beiden Séuren in grosserer Menge zu 
gewinnen sei. Der Versuch wurde unter einem Luftdruck von 
5mm He vorgenommen. Die Resultate sind folgende: 


TABELLE XII A. 


Fraktionstemperatur Schmelzpunkt 
Fraktion I 145-155° 55,5-56,0° 
Fraktion II 155-160° 56,0-55,5° 


Fraktion III 160-170° 68,0-68,5° 
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Die obigen Versuchsresultate zeigen, dass die Fettsauren aus 
den Fraktionen I und II bei 55,-56,5° schmelzen und dass die 
Stearin- und Palmitinséiure in fast gleichen Mengen gewonnen 
werden, dass dagegen die Fettséure aus der Fraktion III bei 
68-68,5° schmilzt und zum grossten Teil aus Stearinsdure besteht. 

C) Darauf wurde der Methylester der Lecithinfettsaure 
fraktioniert. 


TABELLE XII B. 


Fraktionstemperatur Schmelzpunkt 
Fraktion I 145-155° 55,5° 
Fraktion IT 155-160° 56,5. 
Fraktion III 160-170° 59,0° 


Nach diesen Resultaten schmilzt die Fettsaure aus der Fraktion 
III bei 59°, welcher Schmilzpunkt sehr verschieden von dem der 
Fettsaure aus der mit der schon erwahnten gemischten Fettsdure 
ausgeftithrten Fraktion III ist, woraus man erkennen kann, dass in 
der Lecithinfettsiure nur wenig Stearinsaure enthalten ist, wenn 
uberhaupt. 


VI. UNTERSUCHUNG AUF STEARIN- UND PALMITINSAURE 


Aus obigen Resultaten stellt sich heraus, dass die Lecithinséiure 
keine oder doch nur wenig Stearin- und Palmitinsdure enthalt. Auf 
das letztere hin habe ich noch folgende Versuche angestellt : 


A) Untersuchung auf Stearinsiéure. 

1) 380g Lecithinsaure wurden in 150cem Butylalkohol bei 
60° gelést und nach einsttindiger Abktihlung bei 0° abfiltriert. 
Die Ausbeute betrug etwa 19g, der Schmelzpunkt liegt bei 57°. 

2) Diese Menge (19g) wurde in 120 cem Butylalkohol (60°) 
gelost, bei 0° eine Stunde lang abgekiihlt und abfiltriert. 
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Die Ausbeute betrug etwa 7 g, der Schmelzpunkt liegt bei 57°. 

3) Diese Menge (72) wurde wieder in 50 cem Butylalkohol 
(60°) geldst, bei 0° eine Stunde lang abgekiihlt und abfiltriert. 

Ausbeute etwa 3g; Schmelzpunkt 59°. 

4) Diese Menge (3g) wurde in 40 ccm Butylalkohol bei 60° 
geldst, bei 0° eine Stunde lang abgekiihlt und abfiltriert. 

Die Ausbeute betrug ca. 2g, der Schmelzpunkt war 60°. 

5) Diese Menge (ca. 2g) wurde in 30cem 80% igen Atyl- 
alkohols (80°) gelést und nach Abkiihlung abfiltriert. 

Die ausgeschiedene Menge betrug etwa 1g; Schmelzpunkt 65°. 

6) Diese Menge (etwa 1g) wurde in 20 cem 80% igen Athyl- 
alkohols bei 80° gelost, abgekiihlt und abfiltriert. 

Die Ausbeute betrug etwa 0.5 g, der Schmelzpunkt war 68°. 

7) Diese Menge (0.5¢), in 15cem 80% igen Atylalkohols 
gelost, bei 80° abgekiihlt und abfiltriert, ergab eine ausgeschiedene 
Menge von etwa 0.2 ¢ mit dem Schmelzpunkt 69°. 

Eine kleine Menge Fettsaure, dadurch gewonnen, dass man eine 
grosse Menge Lecithinfettsaure 4-mal aus Butylalkohol und 3-mal 
aus Atylalkohol umkrystallisiert hat, zeigt einen Schmelzpunkt von 
69°. Die Klementaranalyse und die Bestimmung des Molekular- 
eewichts der gewonnenen Fettsdure ergibt die aus folgender Tabelle 
ersichtlichen Resultate. 

Die Tabelle zeigt, dass die Fettsdure mit dem Schmelzpunkt 
von 69° die Stearinsdure ist. Daraus ergibt sich also, dass 
Stearinséure, wenn auch in kleiner Menge, in der Lecithinfettsdure 
enthalten ist. 


TABELLE XIIT A. 


Elementaranalyse. 
Ne Gewicht der Fettsaure H;0 CO2 
‘ (g) (g) (g) 
1 0,1104 0,1272 0,3068 


2 0,1081 0,1246 0,3012 
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Nr. H% CO% 
Gef., if 12,80 15,19 
2 12,81 75,99 
Mittel 12,81 75,89 
Berech. Stearinsaure 12,76 75,98 


TABELLE XIII B. 


Molekulargewicht (nach Acidimetrie). 


: sates Verbrauchte 

Gewicht oe y ettsdure » oe, Molekulargewicht 
0,8520 15,00 cem 284 

Berech. Stearinsdure 284 


B). Untersuchung auf Palmitinsdure. 


Wie oben erwahnt, habe ich bewiesen, dass die Stearinsaure 
wenn auch in kleiner Menge, in der Lecithinsaéure vorhanden ist. 
Ferner habe ich, um das Vorhandensein oder Nichtvorhandensein 
der Palmitinsdéure in derselben festzustellen, auch folgende Ver- 
suche vorgenommen : 

Wenn die bei der fraktionierten Destillation des Methylesters 
von Lecithinfettséure aus der Fraktion II abgeschiedene Fettsaure, 
ganz gesammelt, im 10 fachen Volumen von warmem Essiganhydrid 
gelost, umkristallisiert, in Natriumseife verwandelt, und mittelst 
Aceton gereinigt wird, so erhaélt man eine kleine Menge Fettsaure, 
deren Schmelzpunkt bei 61.5° liegt. 

Die Bestimmung des Molekulargewichts und die Elementar- 
analyse dieser Fettsaure ergibt die Resultate, welche Tabelle XIV 
zeigt. 

Aus der Tabelle ist zu erkennen, dass diese Fettséure Palmitin- 
siure ist, und dass Palmitinsaure, wenn auch in geringer Menge, 
in Lecithinsaure vorhanden ist. 


’ 
s 
‘ 
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TABELLE XIV A. 


Elementaranalyse. 
Gewicht der Fettsaure H;O CO, 
(g) (g) (g) 
0,0896 0,1016 © 0,2454 
H% C% 
Gef., 12,61 74,69 


Berech. Palmitinsdure 12,58 74,93 


TABELLE XIV B. 
Molekulargewicht (nach Acidimetrie). 


ee ahora Verbrauchte 
owe (e) etiaaure A NaOH Molekulargewicht 
0,3018 5,95 cem 253 
Berech. Palmitinsaiure 256 


VII. UNtTErRsucHUNG AUF ISOPALMITINSAURE. 


Schon die oben angestellen Versuche beweisen, dass die 
Lecithinséure zwar Stearinséure und Palmitinséure in kleinen 
Mengen enthalt, aber zum grossten Teil aus einer Fettsdure 
besteht, deren Schmelzpunkt 56-57° ist. Deshalb habe ich diese 
Fettsaure untersucht. 

Die Elementaranalyse und die Bestimmung des Molekular- 
gewichts der nach der oben angefiihrten Kreis und Hafner- 
schen Methode getrennten Fettsaure mit dem Schmelzpunkt von 
57° ergibt die folgenden Resultate der Tabellen XV A, B. 

Die Analyse der bei der fraktionierten Fallung durch Blei- 
acetat aus der Fraktion I (Tabelle II, B.) abgeschiedenen Fett- 
siure ergibt die Resultate der Tabelle XV, C. 
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TABELLE XV A. 


Elementaranalyse. 
Gewicht der Fettsiure H;0 CO, 
(g) (g) (g) 
0,1056 0,1212 0,2904 
H% C% 
Gef. 12,75 75,00 
Berech. Palmitinsiure 12,58 74,93 
TABELLE XV B. 
Molekulargewicht (nach Acidimetrie). 
Pte i easae Verbrauchte . 
sali @ af Sa = NaOH Molekulargewicht 
0,4732 9,10 eem 260 
Berech. Palmitinsaure 256 
TABELLE XV C. 
EHlementaranalyse. 
Gewicht der Fettsaure H:O CO» 
(g) (g) (g) 
0,1325 0,1518 0,3623 
H% C% 
Gef. 12,68 74,56 
Berech. Palmitinsaure 12,58 74,93 


Nach obigen Resultaten stimmt die Fettséure mit dem Schmelz- 
punkt von 57° in den Werten der Elementaranalyse und im 


et 


ek salame  epncceagcnad #8 
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Molekulargewicht mit Palmitinsdure tiberein, ist aber im Schmelz- 
punkt betrachtlich verschieden von derselben. 

Nach den Resultaten der nach Kreis u. Hafnerscher 
Methode angestellten Versuche ist die Léslichkeit der in Betracht 
kommenden Fettsaure in Alkohol kleiner als die der Palmitinsaure. 

S. Kawase® stellte aus Puppenél vom Seidenspinner, J. 
Kato‘ aus Puppenol vom Hichenseidenspinner, und S. Suzuki® 
aus Higelbol Isopalmitinsaure dar. Meine oben erwahnten Resultate 
stimmen mit den Werten dieser Isopalmitinséiure tiberein. Die 
Fettsaure, die den grossten Teil der Lecithinfettsaiure bildet, ist 
Isopalmitinsauze. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


Die oben erwahnten Untersuchungsresultate lassen sich wie 
folgt zusammenfassen. 

1) Der Schmelzpunkt einer gesattigten Fettsaure, die aus 
Higelblecithin gewonnen ist, ist 55-56,5°. 

2) Bei der fraktionierten Fallung aus den alkoholischen 
Losungen der gesidttigten lLecithinfettsiuren durch Bleiacetat 
zeigen die aus den einzelnen Fraktionen abgeschiedenen Fettséuren 
einen Schmelzpunkt von 55,5-57°, also fast keine Differenz von 
denen der Ursprungsfettséure, woraus sich ergibt, dass diese nichts 
als Gemenge von Stearin- und Palmitinsaure anzusehen ist, sondern 
zum grossten Teil aus Fettsauren mit dem Schmelzpunkt 55,5°-57° 
bestehen muss. 

3) Die Versuche nach der Kreis und Hafnerschen Methode 
zeigen, dass sich keine Fettsaure abscheiden lasst, oder, wenn dies 
doch der Fall sein sollte, nur eine solche mit dem Schmelzpunkt 
von ca. 57°, der sehr wenig verschieden von dem der Ursprungs- 
fettsaure ist. Dies zeigt, dass LecithinfettsAure keine oder doch 
nur wenig Stearinséure enthalt, vielmehr zum grodssten Teil aus 
einer Fettsdure mit dem Schmelzpunkt von ca. 57° besteht. Der 
Schmelzpunkt der im Filtrat nach Zusatz von Bleiacetat, (Filtrat 
II), enthaltenen Fettsaure zeigt eine geringe Steigerung, woraus 
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sich zeigt, dass in der Lecithinfettsiure Palmitinséure in sehr 
geringen Mengen vorhanden ist. 

4) Bei der Bestimmung der Stearin- und Palmitinsdéure nach 
Hahner und Mitchellscher Methode findet man, dass beide 
Sauren in der Lecithinfettsdure nicht oder nur in geringen Mengen 
enthalten sind. 

5) Fettsaéuren, die aus einer alkoholischen Lésung der Leci- 
thinfettsiure abgeschieden sind, schmelzen bei 56—57°. Daraus 
ergibt sich, dass die Lecithinfettsdéure nicht aus einem Gemenge von 
Stearin- und Palmitinsiure, sondern zum groéssten Teil aus einer 
Fettséure besteht, deren Schmelzpunkt 56-57° ist. 

6) Wenn der Methylester der Lecithinfettsaure der fraktio- 
nierten Destillation unterworfen wird, wird eine Fettsaure aus der 
Fraktion III, wo eigentlich der grésste Teil der Stearinsdéure auf- 
gvefangen werden sollte, abgeschieden, deren Schmelzpunkt 59° 
zeigt und betrachtlich verschieden von dem der Stearinsaure ist. 
Daraus ist zu entnehmen, dass die Stearinsdéure, wenn sie vorhanden 
sein sollte, nur in kleinen Mengen in der Lecithinfettsaéure enthalten 
ist. 

7) Aus 30g Lecithinfettsaure, 4 Mal aus butylalkoholischen 
Losungen und 3 Mal aus athylalkoholischen Losungen umkristal- 
lisiert, wird 0,2 ¢ Fettséure gewonnen. Die Werte der Elementar- 
analyse, des Molekulargewichts und des Schmelzpunkts dieser Fett- 
saure stimmen mit denen der Stearinsiure iiberein. Daraus 
erkennt man, dass die Stearinsdure, so gering ihre Menge auch 
ist, in der Lecithinfettséure vorhanden ist. 

8) Lecithinsaure in Essiganhydrid geldst, nach Umkristalli- 
sation in Natriumseife verwandelt und mit Aceton gereinigt, ergiebt 
eine Fettséure, die in den Werten der Elementaranalyse, des 
Molekulargewicht und des Schmelzpunkts mit denen der Palmitin- 
sdure tibereinstimmt, woraus zu erkennen ist, dass die Palmitinsaure, 
so gering ihre Menge auch ist, in der Lecithinfettsdure ebenfalls 
enthalten ist. 

9) Die Hlementaranalysen einer Fettsiure, die aus der 


ff 
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Lecithinfettsdure nach Kreis und Hafnerscher Methode ab- 
geschieden ist und den Schmelzpunkt von 57° zeigt, und einer 
solchen, die durch fraktionierte Fallung mit Bleiacetat gewonnen 
ist und bei 56,5-57° schmilzt, stimmen beiderseits in den Resultaten 
mit denen der Palmitinséure iiberein; ebenso auch die Molekular- 
gewichte. Nur der Schmelzpunkt der Ursprungsfettsaure weicht 
betrachtlich von dem der Palmitinsaure ab, woraus man schliessen 
kann, dass diese Fettsaure ganz der Isopalmitinsadure entspricht. 


SCHLUSS. 


Aus obigen Resultaten kann der Schluss gezogen werden, dass 
die aus Higelblecithin dargestellte gesattigte Fettsaure zwar eine 
kleine Menge Stearin- und Palmitinséure enthalt, aber zum grossten 
Teil aus Isopalmitinsaure besteht. 

Zu den Kosten unserer Arbeit ist vom Verein zur Erinnerung 
an das 300 jahrige Jubildum des Toshogu beigesteuert worden. 
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HINLEITUNG. 


Uber ungesittigte Fettsiiuren des Higelblecithins sind bisher 
viele Untersuchungen angestellt worden, von denen die von 
Levene und Rolf (1922) die eingehendsten sind. Aus ihren 
Resultaten ergibt sich, dass die im Higelblecithin enthaltenen 
ungesaittigten Fettsauren Olein-, Linol- und Arachidonsaure sind. 
Um das Mengenverhaltnis der einzelnen ungesatigten Fettsauren 
genauer zu bestimmen, habe ich die folgenden Versuche vor- 
genommen. 


TRENNUNG DER UNGESATTIGTEN FETTSAUREN. 


Wie schon bei der Trennung der gesiattigten Fettsiuren 
erwahnt, wurden die ungesattigten Fettsauren nach der Bleisalz- 
Ather Methode getrennt. Die Jodzahl (nach Wijs) betrug 115 
und eine durch Hydrierung mit Platinmohr entstandene Fettsadure 
zeigte einen Schmelzpunkt von 61,5-62,5° und ein Molekulargewicht 
von 296. 

Zur Trennung der einzelnen ungesattigten Fettséuren sind 
zunachst Bromderivate hergestellt worden, und die Trennung 
geschah durch die verschiedene Loslichkeit der Bromderivate der 
einzelnen Fettsduren in jedem Losungsmittel. 

Die ungesiittigten Fettsiuren wurden in Ather geldst, nach 
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langsamem Zusatz von Brom unter Abkiihlung bei 0° iiber Nacht 
stehen gelassen, und dann der Niederschlag abfiltriert. Da der 
Niederschlag Polybromide vorstellt, wurde warmes Benzol zugezetzt, 
und das Extrakt abgedampft, und zwar ohne dass ein Riickstand 
blieb. 


Daraus ist zu erkennen, dass in den ungesadttigten Fettsauren 


kein Hexabromid, d.h. keine der Linolséurereihe angehorige © 


ungesattigte Fettsaure enthalten ist, dass also die hier in Rede 
stehenden Polybromide zu den 8 oder mehr Bromiden gehoren. 


UNTERSUCHUNG DER POLYBROMIDE. 

Die so getrennten Polybromide wurden bei 200° etwas schwarz 
und bei 240° zersetzt. 

Die Bestimmung des Bromgehalts der Polybromide nach 
Baubigny und Chavanne ergab 70.03% Bromgehalt, woraus 
hervorgeht, dass der zu untersuchende Stoff mehr der Formel 
CooH34O02Brio (Bromgehalt 70.76%) entspricht, als der CaoHoe2 
Os.Brsg (Bromgehalt 67.76% ). 

Wurden 10g Polybromide zerquetscht, in 100 cem Hisessig 
suspendiert, nach Zusatz von 20 ¢ Zinkpulver unter einer Leitung 
von CO. Gas stundenlang erhitzt, und das Filtrat im Vakuum 
abgedampft, hier durch der Hisessig entfernt, Wasser und eine 
kleine Menge HCl dazu zugesetzt, mit Chloroform extrahiert, und 
dann das Wasser dem letzteren durch Natrium-sulfat-anhydrid 
entzogen, und wieder im Vakuum abgedampft, so wurde eine hoch 
ungesattigte Fettsiure frei von Brom gewonnen. Mit der so 
gewonnenen ungesidttigten Fettsdiure wurden die Jodzahl (nach 
Wijs) und das Molekulargewicht (durch Acidimetrie) bestimmt. 
Da die hoch-ungesattigte Fettsaure leicht oxydierbar ist, so wird 
unzweifelhaft die Jodzahl durch ein Verfahren wie die Debromina- 
tion mehr oder weniger verkleinert. 

Die Hydrierung der Saure mittels Platinmohrs wurde auch 
vorgenommen, und die Natur der gewonnenen gesattigten Fettsaure 
wurde untersucht. 
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Wie die Tabelle I zeigt, stimmt die von mir dargestellte 
hydrierte Fettsdure in den Werten der Elementaranalyse und im 
Molekulargewicht mit der Behenséiure (hydrierte Clupanodon- 
saure) fast tiberein, zeigt auch einen Schmelzpunkt, der hoher ist, 
als der der Arachinsaéure (hydrierte Arachidonséure), und der 
bei wiederholter Umkristallisation auf 80° steigt, woraus zu 
schliessen ist, dass diese Fettsiure ohne Zweifel Behensiure ist. 


TABELLE I, 
Werte fiir 
Gefunden 
Clupanodonsaure Arachidonsaure 

Jodzahl (Wijs) 322 383 305 
Molekulargewicht 315 330 304 
Schmelzpunkt der 

hydrierten Siure 78° 84° hae 
Molekulargewicht der 

hydrierten Saure 319 340 312 
C.- u. H.-gehalt der C 77.73% { C 47.58% { C 76.84% 

hydrierten Siure H 13.59% H 13.03% H 12.91% 


Sie besteht nun zwar hauptsichlich aus Behensdure, aber sie ist 
wohl mit mehr oder weniger Arachinsdaure gemischt. Denn sie 
lasst aus der Steigerung ihres Schmelzpunktes durch wiederholte 
Umkristallisation erkennen, dass sie nicht nur aus Behensaure 
besteht, sondern mit einer anderen FettsAure gemischt ist, was 
daher kommt, dass die ungesattigten Fettsauren, die sich in 8- oder 
mehr Bromiden finden, Arachidon- und Clupanodonsaure sind, aus 
deren ersterer die Arachinsadure, aus deren letzterer die Behenséure 
gebildet wird. 

Aus der Zusammenfassung der obigen Resultate ergibt sich, 
dass die ungesattigte Fettsaiure, die Polybromide bildet, hauptsach- 
lich aus Clupanodonsdure besteht, aber auch in gewissem Masse mit 
Arachidonsaure gemischt ist. 
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UNTERSUCHUNG DER TETRABROMIDE. 


Bei Zusatz von Petrolather zu der schon bromierten und in 
Ather gelésten Fettsiure entstand ein Niederschlag, Tetrabromid, 
und so wurde dieses vom Dibromid getrennt. 

Der Schmelzpunkt eines so getrennten Tetrabromides ist 110- 
112°. Die Brombestimmung mit diesem Material ergab 54,54%, 
entsprechend CisH320.Bry(berechnet : 53.33% Br). 

Nach derselben Methode wie bei den Polybromiden erfolgte die 

Debromierung, wozu folgende Versuche ausgefiihrt wurden: 


TABELLE II. 
— : 
Werte fiir 
Gefunden Linclatexe 
Jodzahl (Wijs) 189 181 
Molekulargewicht 273 280 
Schmelzpunkt der 
hydrogenierten Saure 64,5° 69,3° 
Elementaranalyse der { C 76.51% { C 75.98% 
hydrogenierten Siure H 13.28% H 12.76% 


Die obigen Resultate werden dahin zusammengefasst, dass die 
ungesattigte Fettsaure, welche sich in den 4-Bromiden findet, 
Linolsaure ist. 


UNTERSUCHUNG DER DIBROMIDE. 


Die gesattigte Fettsaure wurde, da eine kleine Menge davon 
in dem Petrolather, durch welchen die Trennung der oben beschrie- 
benen Tetrabromide stattfand, enthalten war, nach Debromierung 
in Bleiseife verwandelt, welche nach Zusatz des 3 fachen Volumens 
Gypus mit absolutem Ather extrahiert und dann mit Salzsiiure 
angesiiuert, worauf Abdampfung des Atherextraktes folgte. 

Das Ergebnis der Untersuchung der so gewonnenen Fettsdure 
ist folgendes : 
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TABELLE III. 


Gefunden Werte fiir 
Olsaure 
Jodzahl (Wijs) 125 90 
Molekulargewicht 287 282 
Schmelzpunkt der 
hydrogenierten Siure 65° ' 69° 
Molekulargewicht der 
hydrierten Saéure 285 284 
Zuasammensetzs { C 76.73% { C 75.98% 
hydrierten Siure H 13.06% H 12.76% 


Bei der Ubersicht iiber die obigen Resultate findet sich, dass 
die hier in Rede stehende Fettsiure in den Untersuchungsergeb- 
nissen, mit Ausnahme der Jodzahl, mit der Ol- oder Stearinsiure 
ubereinstimmt, dass also die ungesattigte Fettsaure, die Dibromide 
bildet, Olsdiure ist, wahrend die Jodzahl zu gross ist, um die Fett- 
siure als Ols’ure aufzufassen. Das ist wohl darauf zuriickzu- 
fiihren, dass der Olsiiure Linolsiure beigemischt ist, da Tetra- 
bromide in einem gewissen Masse in Petrolather gelost werden. 


Das MENGENVERHALTNIS DER EINZELNEN BROMIDE. 


Die Menge der einzelnen Bromide, nach der erwahnten Methode 
gethennt, zeigt in einem Versuchsfalle die folgende Werte: 


Ungesittigte Fettsiure (8.6 g) wurde in 90 cem 


Ather gelést und bromiert. 
a aie Ses Sh ee ey 


lésliche Subst. unlosliche Subst. 
(10.4 g) (1.3 g) 
50 cem Petrolaither zugesetzt. 15 cem Benzol zugesetzt. 
lésl. Subst. unlosl. Subst. losl. Subst. unldsl. Subst. 
(10 g) (0.4 g) (0) (1.3 g) 
(Dibromid) (Tetrabromid) (Polybromid) 


Die Mengen der einzelnen ungesattigten Fettsiuren, aus diesen 
Bromidmengen berechnet, ergeben sich wie folgt: Olsaure, 6,3 g. 
73,2%, Linolsiure, 0,18 g. 2,1% Clupanodonsaure 0,44 ¢ 5,1%. 
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Daraus kann man annehmen, dass die ungesattigte Fettsaure 
zum gréssten Teil aus Olsiure gebildet ist, der Clupanodonsadure 
als zweiter, Linolsiure als dritter Bestandteil folgt. Es ist eime 
interessante Tatsache, dass die Clupanodonsiure, welche eine im 
Fisché] enthaltene Fettsiure ist, in Phosphatid aus Eigelb in 
erdsseren Mengen vorhanden ist. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


Die obigen Resultate werden kurz zusammengefasst, wie folgt : 

1. Unter den Polybromiden, die von den ungesattigten Fett- 
sauren aus Higelblecithin getrennt werden, findet sich kein Hex- 
abromid. 

2. Der Bromgehalt der Polybromide betrigt 70,03%. Seine 
Forme! steht Cs2.H3,02Brio nahe. 

3. Die Zahlen in den Versuchen mit einer aus Polybromiden 
dargestellten Fettsiure zeigen uns die Tatsache, dass die ungesat- 
tigte Fettsaure aus Polybromiden hauptsichlich aus Clupanodon- 
sdure besteht. Da aber der Schmelzpunkt der hydrogenierten Fett- 
sdure bei jeder Umkristallisation steigt, ist zu schliessen, dass die 
Fettséure nicht nur aus Clupanodonsiure, sondern auch aus 
Arachidonsaure besteht ; denn wenn die ungesattigte Fettsiure aus 
Polybromiden eine andere Fettsiure enthalten, sollte, als die 
Clupanodonsaure, so muss diese andere die Arachinonsaure sein, 
da unter den Polybromiden kein Hexabromid vorhanden ist. 

4. Der Bromgehalt des Tetrabromides betragt 54,54% (CisH2e 
Oe.Br4, Br-Gehalt, 53,33%). 

5. Die Untersuchung iiber die aus Tetrabromid dargestellte 
Fettsaure ergab die Resultate, dass die ungesattigte Fettsdure 
Linolsaure ist. 

6. Untersuchungen tiber die aus Dibromid durch Debromi- 
rung gewonnene Fettsaure ergaben die Resultate, dass die ungesat- 
tigte Fettsiiure aus Dibromid zum groéssten Teil Olsiure vorstellt. 

Die Mengen der einzelnen ungesittigten Fettsauren des 


SS 


Uber die Fettsiuren des Higelblecithins. 183 


Lecithin, aus denen der einzelnen Bromide berechnet, sind 
folgende: Olsiure 73.2%, Clupanodonsiure 5.1%, Linolsiure 2.1%. 


ScHLUSS. 


Die ungesattigten Fettsiuren aus Higelblecithin bestehen zum 
erdssten Teil aus Olsiure, welcher die Clupanodonsiure als zweiter, 
und die Linolsdure als dritter Bestandteil folgt. 

Hoch ungesattigte Fettsiuren, wie Clupanodonsdure, waren 
sonst nur im Fischol bekannt, aber interessanterweise werden sie 
jetzt auch im Higelblecithin in grossen Mengen gefunden. 

Zu den Kosten unserer Arbeit ist von Verein zur Erinnerung 
an das 300 jahrige Jubilaum des Toshogu beigesteuert worden. 
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KINLEITUNG 


Die Schwankung des Lipoidgehalts des Blutes unter verschie- 
denen Bedingungen ist von vielen Autoren erforscht worden. Aber 
selten sind in wenigen oder besonderen Fallen iiber die Veranderung 
des Lipoidgehalts der Gewebe Studien gemacht worden, noch 
seltener tiber die Verdnderungen der unverseifbaren Substanzen, 
Daher ist eine systematische Untersuchung dieser Veranderung in 
verschiedenen Fallen sehr wichtig fiir das Studium des Lipoid- 
stoffwechsels. Das hat mich zur folgenden Arbeit veranlasst. 


UNTERSUCHUNGSMATERIAL UND METHODE. 


Als Versuchstiere wurden mannliche Kaninchen verwendet. 
Die Lipoidbestimmung erfolgte an Muskel- Leber- und Nierenge- 
webe. 

Quantitative Bestimmung: Die Menge der Fettsaéure wurde 
nach der Kumagawa-Sutoschen Methode bestimmt. Bei der Ver- 
seifung nach dieser Methode wurde Alkohol bis zu 1/3 des Volu- 
mens zugesetzt. Auch kam zum Austrocknen von Ather und Petrol- 
atherextrakt der Vakuumverdampfungsapparat von Kakiuchi 
(1909) zur Verwendung. Unverseifbare Substanzen: Die unver- 
seifbaren Substanzen wurden ebenfalls nach der Kumagawa- 
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Sutosehen Methode bestimmt, mit deren Chloroformlésung nach 
Liebermann und Burchard das Cholesterin bestimmt wurde. 
Als Menge der unbekannten unverseifbaren Substanzen wurde das 
nach Abzug des Cholesterins von der Gesamtmenge der unver- 
seifbaren Substanzen Ubriggebliebene angesehen. 


I. Normale Kaninchen. 
Bei den Kaninchen, die pro Kilo Koérpergewicht mit 100g 
Okara und 4¢@ Gemiise gefiittert worden waren, wurde jedes 
Gewebe der Analyse unterworfen. Die Resultate sind folgende: 


TABELLE I. 
Kanin- | Fettsiure unver- Choles- unbe- Chsiotiota 
chen seifbare terin kannte ha kannte GunsE 
Nr. vo Subst. % % Subst. % 
1 0.738 0.137 0.042 0.095 0.442 
2 0.791 132 0.038 0.094 0.404 
Muskel ot 
3 0.600 0.126 0.037 0.089 0.415 
Mittel 0.710 0.132 0.039 0.093 0.420 
il 2.70 0.285 0.121 0.163 0.742 
2 2.66 0.288 0.184 0.103 1.786 
Leber 
3 2.39 0.409 0.206 0.199 1.035 
Mittel 2.58 0.327 0.170 0.155 1.188 
1 2.47 0.446 0.209 0.237 0.882 
? 2 2.08 0.569 0.272 0.297 0.916 
Niere 
3 ae: 0.481 0.199 0.282 0.706 
Mittel 2.09 0.499 0.227 0.272 0.835 


In der Leber und der Niere zeigen Cholesterin und unbekannte 
unverseifbare Substanzen eine wenig verschiedene Menge, aber im 
Muskel ist die der letztern grésser als die des ersteren. Diese 
Tatsache hat Igarashi (1928) auch festgestellt. 
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Il, Hungernde Kaninchen. 


Den Kaninchen wurde nur Wasser gegeben. Die Analy- 
senresultate sind aus der folgenden Tabelle zu ersehen: 

Die Vergleichung dieser Resultate mit denen bei den normalen 
Kaninchen ergibt folgendes: 

Muskel: Die Fettsaure ist deutlich vermindert, die Menge 
der unverseifbaren Substanzen ebenfalls. Die unverseifbaren Sub- 
stanzen, getrennt nach Cholesterin und unbekannte unverseifbare 
Substanzen betrachtet, zeigen, dass die Menge des ersteren die 
Neigung hat etwas zuzunehmen, dass aber die der letzteren deutlich 
herabgesetzt wird. Daher steigt der Quotient Cholesterin/unbek. 
Subst. bei den hungernden Kaninchen auf 0,892, wahrend er bei 
den normalen Kaninchen 0,501 betraet. 

Leber: Die Menge der Fettséure ist fast unveraindert, aber 
die unverseifbaren Subst. haben die Neigung sich etwas zu ver- 
mehren. 

Diese Vermehrung beruht nur auf der von Cholesterin; die 
unbekannten Substanzen bleiben konstant. 

Niere: Die Fettsiuremenge ist unveriindert, die unverseif- 
baren Substanzen sind vermindert. Diese Verminderung ist auf 
die der unbekannten Substanzen, aber nicht auf die des Cholesterin 
zurickzufiihren, dieses neigt eher sogar zur Vermehrung. Daher 
ergibt Cholesterin/unbek. Subst. in diesem Falle eine Vermehrung 
auf 1,38, wahrend sich bei den normalen Kaninchen eine solche auf 
0,84 findet. 

Die oben erwadhnten Resultate werden folgendermassen 
zusammengefasst : 

Bei den hungernden Kaninchen zeigt die Fettsaure eine Ver- 
minderung beim Muskel, aber keine bei der Leber und Niere. Die 
unverseifbaren Substanzen sind bei Muskel und Niere vermindert, 
bei der Leber vermehrt. Wenn man sie gesondert in Cholesterin 
und unbekannte Substanzen betrachtet, so findet man, dass die 
letzteren bei Muskel und Niere deutlich vermindert und bei der 
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TABELLE IT. 
Kanin- | Fettsiure| unver- Choles- unhbe- ieee 
chen seifbare terin kannte SRT 
Nr. % Subst. % % Subst. % Subst. 
7 0.559 0.085 0.045 | 0.041 1.098 
8 0.668 0.152 0.028 0.124 0.226 
Muskel 
9 0.638 0.120 0.059 0.061 0.739 
Mittel 0.622 0.119 0.044 0.075 0.688 
if 3.20 0.219 0.147 0.071 2.070 
2.61 0.502 0.286 0.257 1.074 
Leber 
2.26 0.335 0.202 0.134 1.507 
Mittel 2.69 0.352 0.212 0.154 1.550 
7 22 0.310 0.126 0.184 0.685 
; 8 1.81 0.410 0.390 0.188 2.075 
Niere 
9 73 0.394 0.245 0.148 1.655 
Mittel 2.02 0.371 0.254 0.173 1.472 
Korpergewicht. 
Hungerdauer ROrberaeuaey (g.) 
Nr. 
(Tage) Vor. a. Nach ad. Verlust. 
Experim. Experim. 
ff 20 2580 1630 950 
8 19 2320 1380 940 
9 19 2320 1330 990 
Mittel 2467 1447 960 


Leber unverdndert sind, wahrend das Cholesterin bei Leber und 
Niere etwas vermehrt ist, was auch von Morita (1924) und 


Lawaezeck ( 


) erkannt worden ist. 
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Man findet beim Hunger zwar ein Gewebe mit vermehrtem 
Cholesterin und mit verminderten unbekannten Substanzen, aber 
keines mit vermindertem Cholesterin und mit vermehrten un- 
bekannten Substanzen. Dass sich die unbekannten Substanzen 
beim Hungern vermindern, ist eine interessante Tatsache. 


III. Mit Olwenél injizierte Kaninchen. 


Den Kaninchen, welche auf dieselbe Weise wie die normalen 
gefiittert worden waren, wurden 5 ccm Olivenél pro Kilo Korper- 
gewicht subkutan injiziert. Diese Versuche wurden zum Teil zur 
Kontrolle gegen die unten zu beschreibenden Vitamin A-Versuche 
vorgenommen; daher wurde das Olivenél mit Zusatz von Choles- 
terin im Verhdaltnis von 12 mg/dl. gebraucht. Denn das von mir 
verwendete Vitamin A, in Olivenol geldst, enthielt die oben 
erwahnte Cholesterinmenge. Die Versuchsresultete zeigt die fol- 
gende Tabelle III. 

Aus der Tabelle ergibt sich folgendes: 

Muskel: Die Fettsaure ist vermindert. Da die Injektion 
einer grossen Menge Olivenél die sog. Olvergiftung hervorruft, 
muss dies wohl auch in diesen Fallen erfolgt sein, was auch aus 
einer starken Verminderung des Korpergewichts zu ersehen ist. 
Die unverseifbaren Substanzen sind vermehrt; das ist einer Ver- 
mehrung des Cholesterins und der unbekannten unverseifbaren 
Substanzen zuzuschreiben. Diese Vermehrung scheint wohl durch 
das zum Olivendl zugesetzte Cholesterin und die im Ol enthaltenen 
unbekannten unverseifbaren Substanzen entstanden zu sein. 

Leber: die Fettsauremenge bleibt fast unverandert. Die un- 
verseifbaren Substanzen, d.i. Cholesterin und unbekannte Sub- 
stanzen, sind vermehrt, wie bei dem Muskel. 

Niere: die Fettsiuremenge ist unverandert; die unverseifbaren 
Substanzen, das Cholesterin und die unbekannten Substanzen, sind 
ebenso vermehrt, wie in den anderen Geweben. 

Die Zusammenfassung der obigen Resultate ergibt: dass die 
Fettsaure in Organen wie Leber und Niere nicht vermindert, aber 


190 T. Furukubo: 
TABELLE IIT. 
Kanin- | Fettsdiure| unver- Choles- unbe- Boats 
chen seifbare terin kannte aeteinante 
Nr. % Subst. % va Subst. % Subst. 
10 0.537 0.144 0.042 0.103 0.408 
Muskel i 0.715 0.198 0.058 0.140 0.414 
Mittel 0.626 0.171 0.050 0.122 0.411 
10 2.32 0.400 0.226 0.175 1.291 
Leber i 2.50 0.538 0.367 0.171 2.146 
Mittel 2.41 0.469 0.297 OTS LTS 
10 1.38 0.836 O357 0.479 0.745 
Niere 1 2.67 0.760 0.381 9.378 1.008 
Mittel 2.03 0.798 0.369 0.429 0.877 
Korpergewicht. 
Versuchsdauer. EVOrpergewichtts? 
aN Ties 
Vor d. Nach d. Ab- u. 
(Tage) Exp. Exp. Zunahme. 
10 12 2810 2850 + 40 
ill 13 3000 3100 +100 
Mittel 2905 2975 eaiO) 


bei den Muskeln herabgesetzt ist, was vielleicht eine Folge der 
Olvergiftung ist, und dass die unverseifbaren Substanzen und 
zwar das Cholesterin und die unbekannten Substanzen in allen 
Geweben bedeutend vermehrt sind. Die Resultate der Unter- 
suchungen, welche Morita ausfiihrte, nachdem er Kaninchen 
tiglich Cholesterin gegeben hatte, zeigten, dass das Cholesterin in 
allen Geweben vermehrt wird. Daraus erhellt, dass die sich in 
meinen Versuchen zeigende Vermehrung des Cholesterin dureh 
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das zum Oliven6l zugesetzte Cholesterin hervorgerufen worden ist. 
Auch die Zunahme der unbekannten unverseifbaren Substanzen 
in allen Geweben scheint darauf zuriickzufiihren, dass dieselben 
im Olivenol enthalten sind. 


IV. Mit VitaminA (Biosterin) injizierte 
Kaninchen. 

Dass die tiberschiissige Injektion von Vitamin A (Biosterin) 
den Fettstoffwechsel zur Veranderung bringt, ergibt sich aus den 
Versuchen von Sugata (1929). Daher wurde hier der Lipoid- 
gehalt jedes Gewebes gemessen. Das von mir verwendete Vita- 
min A war in Oliven6l gelost, und die Losung war auch Vitamin D 
haltig. Das Praparat enthielt ausser Cholesterin (12mg/dl) noch 


TABELLE IV. 


Kanin- | Fettsiure| unver- Choles- unbe- Cholestevin 
chen seifbare terin GPO: amas 
Nr. % Subst. % We Subst. % Subst. 
12 0.64 0.123 0.041 0.082 0.500 
13 0.83 Maye 0.047 0.110 0.427 
Muskel e 
14 0.94 0.192 0.065 0.127 0.512 
Mittel 0.80 0.157 0.051 0.106 0.480 
12 2.82 0.397 0.229 0.168 1.363 
183 3.07 3.300 0.182 0.119 1.529 
Leber 
14 2.90 0.368 0.252 0.116 BAT2: 
Mittel 2.93 0.355 0.221 9.134 1.688 
12 1.96 0.625 
: iB 2.46 0.613 0.245 0.368 0.666 
Niere 
14 2.33 0.522 0.238 0.284 0.838 
Mittel 2,25 0.587 0.242 0.326 0.752 
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Korpergewicht. 
Kor icht ( 
Versuchsdauer. Oapermeyacli te) 

AED (Page) Vor a. [Nach 4d. Ab- u. 

8 Exp. Exp. Zunahme 
12 10 2590 2270 — 320 
18 lab 2610 2300 — 310 
14 10 2620 2220 — 400 


unbekannte unverseifbare Beimischungen. Davon wurden den 
mit dem schon erwiéhnten Futter gefiitterten Kaninchen taglich 
deem pro Kilo Korpergewicht subkutan injiziert. Die Analysen- 
resultate sind folgende: 

Korpergewicht: Nach den Versuchen von Sugata soll das 
Vitamin A (Biosterin) bei Kaninchen, wenn es in bestimmten 
Mengen injiziert wird, eine allmahliche Vermehrung des Unter- 
hautfettgewebes und damit die Zunahme des Korpergewichts 
erzeugen, aber wenn es weiter in iiberschiissigen Mengen gegeben 
wird, keine weitere Erhohung desselben herbeifiihren, sondern die 
Tiere stark abmagern lassen und in kurzer Zeit zum Tode fiihren. 
Meine Versuche ergaben in allen Fallen zwar nicht den Tod, aber 
eine bedeutende Verminderung des Kérpergewichts, was ohne 
Zweifel durch die Verabreichung der grossen Menge Vitamin A 
(Biosterin) verursacht war. 

Muskel: Die Fettsiure vermehrte sich, wie oben erwahnt, 
ungeachtet einer starken Verminderung des Korpergewichts in 
weit hoherem Grade als bei den normalen Kaninchen, wahrend 
sie, wie wir sahen, bei der Olivendlinjektion abnahm. Daraus ist 
klar zu erkennen, dass das Vitamin A (Biosterin) die Ablagerung 
des Fettes beginstigt. 

Auch die unverseifbaren Substanzen nahmen zu; das Choles- 
terin und die unbekannten Substanzen waren beide vermehrt wie 
bei der schon geschilderten Olivenélinjektion. 

Leber: Die Fettsauremenge hatte die Neigung etwas zuzu- 
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nehmen. Von den unverseifbaren Substanzen zeigte das Choles- 
terin eine deutliche Vermehrung. 

Niere: Auch hier war die Fettsaure geneigt, sich etwas zu 
vermehren. Von den unverseifbaren Substanzen war das Choles- 
terin in geringem, aber die unbekannten Substanzen in hoherem 
Grade vermehrt. 

Die Zusammenfassung der obigen Resultate ergibt, dass bei 
den Tieren ungeachtet der Abnahme des Korpergewichts die Fett- 
saure im allgemeinen Neigung zur Vermehrung zeigt, und dass 
diese beim Muskel am stirksten ist. Besonders zeigt sich auch, 
dass die Injektion von Oliven6l allein eine bedeutende Abnahme 
des Fettes ergibt, die Anwesenheit von Vitamin A aber eine starke 
Vermehrung desselben bewirkt. Auch Sugata lieferte den Beweis 
daftir, dass bei mit iiberschiissigem Vitamin A injizierten Kanin- 
chen ihr Organfett sich vermehrt. Es folgt aus dieser Tatsache, 
dass das Vitamin A die Ablagerung des Fettes begiinstigt. Von 
den unverseifbaren Substanzen vermehren sich das Cholesterin 
und die unbekannten Substanzen im Muskel; das erstere auch in 
den anderen Organen. Diese Vermehrung ist wohi darauf zuriick- 
zutiihren, dass in dem Injektionsmaterial diese Substanzen gemiseht 
vorhanden sind. 


V. Adrenalininjizierte Kaninchen. 


Die Rindensubstanz der Nebenniere enthalt Cholesterin in 
grosser Menge. Uber die Erklirung dieser Tatsache sind die 
Meinungen geteilt. Die Aschoffsche Schule spricht dieses Gewebe 
als Depotstatte des Cholesterins, Chauffard und seine Anhanger 
als Hauptbildungsstitte desselben an, sodass keine bestimmten 
Aufschliisse gegeben sind. Aber es ist allgemein anerkannt, dass 
die Nebenniere im Cholesterinstoffwechsel eine grosse Rolle spielt. 
Morita bestimmte bei hungernden Kaninchen, denen Adrenalin 
injiziert wurde, den Gehalt der einzelnen Gewebe an Fettsauren 
und Cholesterin und fand dabei eine Verminderung dieser beiden 
Substanzen. 
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Wertheimer (1926) nahm an, dass die Injektion von Adre- 
nalin bei Phlorhidinhunden eine weit stirkere Hyperglykamie 
verursacht als bei normalen Tieren, und schloss daraus, dass die 
Umwandlung von Fett in Kohlenhydrat durch Adrenalin begiin- 
stigt wird. Das Adrenalin tibt also einen grossen Einfluss auf den 
Lipoidstoffwechsel aus. 

Das hat mich zur Bestimmung des durch die Zufuhr von 
Adrenalin veranderten Lipoidgehaltes der Gewebe veranlasst. Die 
Versuche wurden dergestalt vorgenommen, dass mit der schon 
beschriebenen Kost geftitterten Kaninchen 1 mg Adrenalinchlorid 
(SANKYO) taglich subkutan eingespritzt wurde. Die Resultate 
zeigt die folgende Tabelle. 

Muskel: Die Fettsaure ist im Vergleich zu der bei normalen 
Kaninchen vermehrt, was zeigt, dass das Adrenalin die Ablagerung 


TABELLE V. 


Kanin- | Fettsaure| Unver- Choleste- Unbe- neler 
chen seifbare rin kannte - hele 
Nr. 1% | Subst. % % Subsiss | eo ee 
15 0.605 
16 0.829 0.128 0.040 0.088 0.455 
Muskel 17 1.109 0.172 0.045 0.127 0.354 
Mittel 0.848 0.150 0.043 0.108 0.405 
15 2.73 0.349 0.231 0.117 1.960 
16 2.96 0.343 0.174 0.169 1.066 
Leber 17 2.78 0.465 0.258 0.207 1.246 
Mittel 2.82 0.386 0.221 0.164 1.429 
15 2.23 0.401 
16 2.23 0.584 0.278 0.306 0.909 
Niere 17 2.85 0.422 0.183 0.239 0.741 


Mittel 2.44 0.469 0.231 0.273 0.825 


ee eee ee ee eee 
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Korpergewicht 
Versuchsdauer. Horpergewseht: (z) 
Nr. 
Vor. d. Nach d. Zu- u 
T S 
(Tage) Exp. Exp. Abnahme 
15 12 2480 2600 +120 
16 13 2630 2580 ot) 
ily 13 2720 2570 = BY 


des Depotfettes begiinstigt. Auch die unverseifbaren Substanzen 


nehmen an Menge zu, und zwar die unbekannten in hodherem 
Cholesterin 


unbek. Subst. 

Leber: Die Fettsaure neigt zu einer Vermehrung. 
verhalten sich die unverseifbaren Substanzen. 

Niere: Die Fettsaure scheint etwas vermehrt; die unverseif- 
baren Substanzen zeigen an Menge fast keine Verdanderung. 

Die obigen Resultate zeigen zusammengefasst, dass bei der 


Grade; also wird kleiner. 


Ebenso 


Injektion von Adrenalin die Fettsiure und die unverseifbaren 
Substanzen in Leber und Niere an Menge fast nicht verandert 
werden, dass aber im Muskel die beiden Substanzen, und besonders 
die unbekannten Substanzen, vermehrt sind. Also wirkt das Adre- 
nalin auf Fett und unbekannte Substanzen in den Muskeln ver- 
mehrend. Die Versuche von Morita ergaben, da sie an hungernden 
Kaninchen angestellt wurden, eine Verminderung von Fettsdure 
und.Cholesterin, die meinigen aber, da die Tiere, wie oben erwahnt, 
normal gefiittert wurden, eine Vermehrung der beiden Substanzen, 


VI. Mit Insulin injizierte Kaninchen, TI. 


Nach Roger und Binet (1926) soll die lipodiaretische 
Fahigkeit der Lunge von der Pankreastatigkeit abhangig sein; 
denn bei pankreaslosen Tieren fehlt diese Fahigkeit. Lombrosc 
(1924) nimmt an, dass die lipodiaretische Fahigkeit der Leber 
auch bei pankreaslosen Hunden, wenn diese mit Insulin behandelt 
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worden sind, nicht abweichend von der Norm ist, und dass das 
Pankreas ein Hormon sezerniert, das den Fettstoffwechsel reguliert. 
Diese Annahme von Lombroso hat Sunzeri (1924) weiter be- 
statigt. Dieser fand nahmlich bei pankreaslosen Hunden in der 
Autolyse des Muskelbleis eine stirkere Abnahme der Fettsdure 
als bei normalen, aber bei den ersteren Hunden, wenn vorher mit 
Insulin injiziert, keme Veranderung in der Fahigkeit des Fettab- 
baues. So steht die Wirkung des Insulins in inniger Beziehung 
zum Fettstoffwechsel. Deswegen habe ich den Lipoidgehalt bei 
den einzelnen Geweben bei Injektion von Insulin bestimmt. Um 
den Einfluss des injizierten Insulins auf Tiere zu untersuchen, 
muss die Untersuchung mit Injektion einer kleinen Dosis und mit 
Injektion einer grossen Dosis erfolgen; denn im letzteren Fall 
verschwindet, wie von vielen Autoren nachgewiesen, das Glykogen 
in der Leber, wahrend es im ersteren Fall vermehrt wird, wie es 
Frank, Hartmann und Nothmann (1924) festgestellt haben. 
Daher habe ich zwei Versuchsreihen angelegt, von denen zunachst 
die mit der kleinen Injektionsdosis beschrieben werden soll. 

In den Versuchen wurde in erwahnter Weise normal gefiit- 
terten Kaninchen 1/3 Einheit Insulin (Lilhe) pro Kilogramm 
Korpergewicht taglich subkutan injiziert. Die Resultate zeigt 
folgende Tabelle: 

Muskel: Die Fettsaure ist deutlch vermehrt. Die Ver- 
mehrung der Fettmenge im Muskel bei der Injektion des Insulins 
wurde von Nakamura (1926) und Nagasue (1926) bewiesen. 

Die unverseifbaren Substanzen: Ungeachtet der vermehrten 
Fettsiure weisen die unverseifbaren Substanzen eine Neigung zur 
Abnahme auf. Dieselben, nach Cholesterin und unbekannten 
Substanzen getrennt gemessen, zeigen, dass nur das erstere dazu 
neigt sich etwas zu vermehren, dass aber die letzteren bedeutend 
vermindert sind, also Cholesterin/unbekannte Substanzen verer6s- 
sert ist. 

Leber: Die Fettsaure ist fast unveraindert. In der Literatur 
zeigt sie nach Nagasue in der Leber von mit Insulin injizierten 
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TABELLE VI. 


Kanin- | Fettsaure | Unver- | Choleste- Unbe- Cholesterin 
chen seifbare rin kannte STitceane 
Nr A Subst. % % Subst. % Sabet 
21 0.814 0.125 0.048 0.077 0.623 
29 0.858 0.116 0.033 0.083 0.396 
Muskel |” 93 0.829 0.132 0.062 0.070 0.886 
Mittel 0.834 0'124 0.048 0.077 0.635 
21 2.38 0.460 0.274 0.186 1.473 
22 2.34 0.424 0.276 0.147 1.810 
eever 23 207 0.548 0.268 0.285 0.923 
Mittel 2.33 0.477 0.271 0.206 1.402 
21 2.62 
99 2.35 0.586 0.311 0.275 1.131 
Niere 23 2.66 0.560 0.191 0.368 0.713 
Mittel 2.54 0.573 0.251 0.322 0.922 
Korpergewicht. ° 
Versuchsdauer. Susie sue IG 9) 
al Vere Nachid Z 
OT. as Nae . Us si: 
nae) Exp. Exp. Abnahme 
21 29 2650 2670 + 20 
22 30 2430 2570 +140 
23 28 2630 2580 — 50 


Tieren keine Veranderung, nach Nakamura eine kleine Ver- 
mehrung, auf jeden Fall keine grosse Schwankung. 

Die unverseifbaren Substanzen sind deutlich vermehrt, was 
auf die Vermehrung des Cholesterin und der unbekannten Sub- 


stanzen zuriickzuftihren ist. Daher kommt es, dass Cholesterin/ 
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unbekannte Substanzen unverdndert bleibt. 

Mere: Die Fettsiure hat nur die Neigung etwas zuzunehmen. 
Die unverseifbaren Substanzen zeigen eine massige Vermehrung, 
welche an Cholesterin und unbekannten Substanzen zu erkennen 
ist. 

Aus der Zusammenfassung der obigen Resultate geht hervor, 
dass die tégliche Injektion einer kleinen Dosis Insulin die Fett- 
sdure in den Organen, wie Leber und Niere, an Menge nicht 
bedeutend verdndert, sie aber in den Muskeln auffallend vermehrt ; 
ferner dass die letztere Fettsaure von der ersteren dadurch unter- 
schieden ist, dass sie sich als Depotfett in grosser Menge findet ; 
dieser Unterschied ist aus dem Umstand deutlich zu erkennen, 
dass in den erwahnten Hungerversuchen die Organfette nur in 
geringem, die Muskelfette aber in hohem Grade vermindert waren. 
Viele Autoren behaupten, dass die Korpergewichtssteigerung 
durch die neuerdings empfohlene Mastkur mit Insulin auf der 
Appetitsteigerung und der vermehrten Nahrungsaufnahme beruhe ; 
da aber in meinen Versuchen die Nahrung auf eine bestimmte 
Menge beschrankt war, beruht die Vermehrung des Depotfettes 
nicht auf der vermehrten Nahrungsaufnahme. Wie ist nun die 
Zunahme dieser Fette zu erklaren? Nach Geelmuyden (1923) 
soll nach Verabreichung von Insulin der respiratorische Quotient 
steigen, und dies von der Neubildung der Fette aus Kohlen- 
hydraten herriihren. Auch Lublin (1926) nimmt das erstere an 
und schliesst daraus, dass das Insulin die Fahigkeit hat, die 
Fettbildung aus Kohlenhydrat zu befordern. Die von Staub 
(1927) vorgenommene Zusammenfassung der Ergebnisse der Unter- 
suchungen, welche die Autoren bisher iiber den Gaswechsel nach 
der Insulininjektion angestellt haben, ergibt, dass die Insulin- 


wirkung in leichtem Grade eine Steigerung des respiratorischen 


Quotienten hervorruft. Wenn man von vorstehenden Tatsachen 
aus die Vermehrung der Muskelfetts in meinen Versuchen be- 
trachtet, so lasst sich vermuten, dass die Fettbildung aus Kohlen- 
hydrat durch Insulin herbeigefiihrt worden ist. 


— 


— 


ee a 


Gewebegehalt an Fettsiuren und unverseifbaren Substanzen. 199 


Von den unverseifbaren Substanzen ist das Cholesterin in 
jedem Gewebe etwas vermehrt. Die unbekannten Substanzen 
zeigen in den Organen, wie Leber und Niere, eine Vermehrung, 
aber in den Muskeln eine Verminderung. Hs ist eine merkwiirdige 
Tatsache, dass in den Muskeln Fettsdéure und Cholesterin vermehrt, 
die unbekannten Substanzen aber vermindert sind. 


VII. Insulininjizierte Kaninchen II. 


Wie schon erwahnt, ergibt die Injektion von Insulin, je nach 
der Dosis, ein verschiedenes Resultat. Deshalb habe ich weitere 
Versuche vorgenommen, um zu wissen, wie bei mit einer grossen 
Dosis Insulin injizierten Kaninchen der Lipoidgehalt der einzelnen 
Gewebe schwankt. . 

Diese Versuche erfolgten auf dieselbe Weise wie die schon 
beschriebenen, nur dass die Menge des injizierten Insulins auf 1,5 
Einheiten pro Kilo Koérpergewicht vermehrt wurde. In allen 
Fallen traten Krampfe auf. Ich liess die Tiere 5 Stunden nach 
der Injektion an Luftembolie zugrunde gehen und analysierte 
dieselben. 

Die Resultate smd aus der folgenden Tabelle ersichtlich. 

Muskel: Die Fettsaure ist bedeutend vermindert. Dass sie 
in den vorigen Versuchen vermehrt war, aber in diesen vermindert 
ist, ist eine interessante Tatsache. 

Die unverseifbaren Substanzen, vor allem die unbekannten, 
sind stark vermindert. 

Leber: Die Fettsaéure neigt dazu, sich etwas zu vermindern, 
aber nicht bedeutend; die unverseifbaren Substanzen dazu, ein 
wenig zuzunehmen; dabei strebt das Cholesterin danach, etwas 
reicher zu werden; aber die unbekannten Substanzen sind un- 
verandert. 

Niere: Die Fettsiure hat die Neigung zu einer Vermehrung. 
Die unverseifbaren Substanzen, Cholesterin und unbekannte Subst. 
sind beide unverandert. 

Wenn man die obigen Resultate zusammenfasst, so findet 
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TABELLE VII. 


Kanin- | Fettsdure | Unver- Choleste- Unbe- Cholestert 
chen seifbare rin kannte SS 
Nr % Subst. % % Subst. % Subst 
aa 0.583 0.086 0.033 0.053 0.623 
33 
Muskel BY 0.638 0.090 0.027 0.062 0.435 
Mittel 0.611 0.088 0.030 0.058 0.529 
31 1.74 0.248 0.143 0.105 1.362 
32 2.02 0.390 0.230 0.161 1.422 
Leber 34 2.36 0.444 0.261 0.183 1.431 
Mittel - 2.04 0.361 0.211 0.150 1.405 
31 3.04 0.472 0.128 0.344. 0.372 
32 3.00 0.474 0.218 0.255 0.855 
Niere 34 2.27 0.511 0.340 0.170 2.000 
Mittel PR 0.486 0.229 0.256 1.076 
Korpergewicht 
Nr. Korpergewicht (g) Symptome n. Injektion 
31 2480 Krampf. 
32 2550 Dyspnol. Krampf. 
33 2320 Dyspnoe. 
34 2320 Krampf. 


man, dass die Fettsdure in den Organen, wie Leber und Niere, wenig 
schwankt, aber die in den Muskeln eine starke Verminderung zeigt. 
Diese Verminderung bedeutet eine Verminderung der Depotfett- 
sdure, da die Muskelfettséure als Depotfettsiure in grossen Mengen 
vorhanden ist; sie erfolet nur binnen 5 Stunden. Die Ursache 
der so plotzlichen Verminderung des Depotfettes ist wohl darin zu 
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suchen, dass, da die Injektion einer grossen Dosis von Insulin 
das Kohlenhydrat im Organismus zur Verminderung bringt, zum 
Ersatz dafiir eine Zuckerbildung aus Fett vor sich geht. Nach 
Wertheimer (1926) soll bei der Injektion von Insulin die Fettin- 
filtration in der Leber verschwinden, was er auf die Umwandlung 
der Fette in Kohlenhydrate zuriickfiihrt. Staub (1927) hat die 
Ergebnisse der bisher von den Autoren iiber den Gaswechsel nach 
der Insulininjektion angestellten Untersuchungen zusammen- 
gestellt und schliesst daraus, dass die starke Insulinwirkung, bevor 
hypoglykamiche Krampfe auftreten, der O»-Verbrauch und die 
CO.—Produktion steigert und zwar den ersteren in héherem Masse, 
sodass eine Erniedrigung des resp. Quotienten eintritt. Aus 
dieser Erniedrigung und der in meinen Versuchen gefundenen 
Verminderung der Muskelfette kann man die Umwandlung des 
Muskelfettes in Zucker annehmen. Dass im Organismus der 
Zucker aus Fett gebildet wird, findet jetzt allgemeine Anerken- 
nung, aber der Beweis dafiir ist noch nicht gegeben. In dieser 
Richtung bieten meine Versuchsergebnisse grosses Interesse. 

Die obigen Versuchsergebnisse mit Insulininjektion lassen 
erkennen, dass eine solehe in kleimen Dosen eine Vermehrung des 
Depotfettes, aber eine solche in grossen Gaben eine Verminderung 
desselben hervorruft. Wenn man die erstere Erscheinung als 
Umwandelung von Zucker in Fett, die letztere als solche von Fett 
in Zucker auffasst, so kann man von dem Insulin sagen, dass es 
bei dem gegenseitigen Ubergang der beiden Substanzen eine 
wichtige Rolle spielt. 

Die unverseifbaren Subst. sind an Menge in Leber und Niere 
nicht verandert, aber in den Muskeln vermindert, und zwar die 
unbekannten Substanzen erheblich verringert, bei grossen Insulin- 
eaben sogar im hochsten Grade. 

Die Verminderung der unverseifbaren Subst. findet sich 
sowohl bei Insulininjektion, wie auch beim. Hungerversuch. 

Da bei dem Kohlenhydratmangel in den Geweben, den die 
Insulininjektion und der Hunger herbeifiihren, die unbekannten 
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Substanzen vermindert werden, erkennt man, dass sie in inniger 
Beziehung zu dem Kohlenhydratstoffwechsel stehen. 

Wie oben erwahnt, verringert sich bei Kaninchen, denen In- 
sulin in grossen Dosen injiziert wurde, die Fettséure in den Mus- 
keln. Da aber nach dieser Injektion der Wassergehalt der Gewebe 
erhoht wird, entstehen Zweifel, ob nicht dies vielleicht jene Ver- 
minderung herbeiftihre. Deswegen habe ich bei diesen Versuchen 
den Wassergehalt des Muskels betimmt. 

Die Resultate zeigt die folgende Tabelle. 


TABELLE. VIII. 


Normale Kaninchen 


Nr. Gewicht d. Muskels ee ae be ai 

62 1.6692 g. 0.4164 g. 75.63 

63 1.2094 g. 0.2960 g. 75.49 
Mittel 1.4393 g. 0.3562 g. 75.27 

Insulin-Kaninchen 

Nr. GomueaMuecela | ne bina a 

64 1.5535 g. 0.3794 g. 75.63 

65 1.5938 g. 0.3814 g. 75.90 
Mittel 1.5737 g. 0.3804 g. T5.07 


(Insulin-Dosis, 1.5 EHinheit pro kg Kérpergew.) 


Nach der obigen Tabelle wird durch die Injektion einer gros- 
sen Dosis Insulin der Wassergehalt des Muskels gesteigert, aber 
die Verminderung der Fettsaure beruht nicht hierauf. 


VIll, 


Kaninchen. 


Mit Schilddriisenpraparat gefitterte 


Uber die Verminderung des Atherextraktteils der Gewebe bei 
mit Schilddriisen geftitterten Tieren hat Omura (1929) berichtet. 
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Deswegen habe ich den Lipoidgehalt der Gewebe bei mit diesem 
Praparat gefiitterten Kaninchen bestimmt. 

In den Versuchen wurden normal gefiitterten Kaninchen vom 
Schilddriisenpraparat Thyreoideum siccum (Parke, Davis u. Co.) 


0,2 g taglich gegeben. 


TABELLE IX. 


Die Resultate zeigt die folgende Tabelle. 


Kanin- | Fettsaure| Unver- | Choleste- | Unbe- Cholesterin 
chen seifbare rin kannte i. Wane 
Nr % Subst. % % Subst. % Subst 
41 0.709 0.119 0.043 0.077 0.558 
42 0.686 0.172 0.071 0.101 0.703 
Muskel 43 0.633 0.156 0.031 0.126 0.246 
Mittel 0.676 0.149 0.048 0.101 0.502 
41 Defil 0.328 0.149 0.178 0.837 
42 2.08 0.398 0.237 0.161 1.472 
Leber 43 2.18 0.445 0.241 0.204 1.181 
Mittel 2.32 2.390 0.209 0.181 1.163 
41 1.73 0.424 0.193 0.231 0.836 
42 2.07 0.546 0.243 0.303 0.802 
Niere 43 2.03 0.435 0.263 0.172 1.529 
Mittel 1.94 0.468 0.233 0.235 1.056 
Korpergewicht 
. Korpergewicht 
Versuchsdauer et (8) 
Nr. 
‘ (tags) Vor 4 Nach 4. Ab- u. 
Exp. Exp. Zunahme 
41 20 3240 2070 —1170 
42 18 3050 1870 —1180 
43 15 2830 1630 —1200 
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Muskel: Die Fettsiure ist bedeutend vermindert, aber die 
unverseifbaren Subst. sind nicht verringert, neigen vielmehr dazu, 
ein wenig zuzunehmen. Das Cholesterin und die unbekannten 
Substanzen haben beide die Neigung zur Vermehrung, also ist 
Cholesterin/unbekannten Subst. unverandert. 

Aus den vorerwahrten Hunger- und Insulin-Versuchen sah 
man, dass mit der Fettsdure eine Verminderung der unbekannten 
Substanzen parallel zustande kommt, aber diese findet sich niemals 
bei den Schilddriisen-Versuchen. Diese Tatsache ist wohl darauf 
zuriickzuftihren, dass die Fiitterung von Schilddriisenpriparat auf 
den Stoffwechsel anders wirkt als der Hunger, sowie die Insulin- 
injektion. Das Kohlenhydrat in den Muskeln wird bei den 
letzteren beiden Versuchen stark, aber bei dem ersteren nur un- 
bedeutend angegriffen, was auch aus den neuesten Versuchsergeb- 
nissen von Murao (1930) erhellt, naémlich, dass das Muskelgly- 
kogen nach dem Geben von Schilddriisen an Menge nicht veran- 
dert ist. Also erfolgt die Verminderung der unbekannten Subst. 
nur bei einem heftigen Angriff auf die Kohlenhydrate in den 
Muskeln. 

Leber: Die Fettsdure ist fast unverandert, das Cholesterin 
geneigt, sich zu vermehren, aber nicht bedeutend; die unbekannten 
Subst. verhalten sich so wie das letztere. 

Niere: Die Fettsaure und die unverseifbaren Subst. sind 
keinen grossen Schwankungen unterworfen. 

Die Zusammenfassung der obigen Resultate ergibt, dass bei 
der Fiitterung mit dem Schilddrtisenpraparat die Fettsiure und 
die unverseifbaren Subst. in den Organen, wie Leber und Niere, 
keine grosse Schwankung, aber in den Muskeln die Fettsaure eine 
starke Verminderung, die unverseifbaren Subst., d.i. das Choles- 
terin und die unbekannten Subst. geringe Schwankung zeigen, und 
dass sonach die Menge der unbekannten Subst. nicht parellel mit 
der Verminderung der Fettsaure schwankt. 
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IV. ZusAMMENFASSUNG 


1. Die Menge der Fettsiuren und unverseifbaren Subst. 
wurde bei normalen Kaninchen in Muskel, Leber und Niere 
bestimmt. 

In der Leber und Niere zeigen Cholesterin und unbekannte 
unverseifbare Substanzen eine nur wenig verschiedene Menge, aber 
im Muskel ist die Menge der letzteren grésser als die des ersteren. 

2. Bei hungernden Kaninchen sind die Fettsiéuren in den 
Muskeln vermindert; von den unverseifbaren Subst, ist Cholesterin 
in Leber und Nieren etwas vermehrt; die unbekannten unverseif- 
baren Subst. dagegen sind in Muskel und Nieren vermindert. 

3. Bei mit 5eem Olivendl pro Kilo Kérpergewicht injizierten 
Kaninchen sind die Fettsiuren in den Muskeln vermindert, wohl 
infolge von Olivendlvergiftung, aber die unververseifbaren Subst., 
sowohl Cholesterin als auch unbekannte Subst., in allen Geweben 
vermehrt durch Anwesenheit beider Subst. im Olivendl. 

4. Bei Kaninchen, denen Vitamin A (Biosterin), in Olivenol 
gelést, im Uberschuss injiziert wurde, sind ungeachtet eines 
herabgesetzen Korpergewichts die Fettsauren in den Muskeln ver- 
mehrt. Wahrend bei der Injektion von Olivenol allein, wie oben 
erwahnt, eine deutliche Fettabnahme erfolgt, findet sich hier eine 
Fettzunahme; sonach wirkt das Biosterin auf die Fettablagerng 
elinstig. Das Cholesterin ist in jJedem Gewebe, die unbekannten 
Substanzen auch in den Muskeln vermehrt, was wohl darin be- 
eriindet ist, dass diese beiden Substanzen im Injektionsmaterial 
schon enthalten waren. 

5. 1lmg Adrenalin wurde taglich injiziert: dann fand man 
eine Zunahme von Fettséuren und unbekannten Substanzen in den 
Muskeln. 

6. Insulin wurde tiaglich mit 44 Hinheit pro Kilo Korper- 
gewicht injiziert. Die Fettsauren in den Muskeln waren dann 
bedeutend vermehrt. Die Wirkung der neuerdings empfohlenen 
Mastkur mit Insulin beruht, wie viele Autoren sagen, auf der 
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Appetitsteigerung und vermehrten Nahrungsaufnahme. Da aber 
in meinen Versuchen die Nahrungsmenge beschrankt war, beruhte 
die Zunahme des Depotfettes auf der Vermehrung desselben durch 
die Wirkuneg des Insulins. Nach den bisherigen Untersuchungen 
verschiedener Autoren soll nach dem Geben von Insulin, solange 
dessen Wirkung leicht, der respiratorische Quotient in die Hohe 
steigen. Man kann also die Fettzunahme daraus erklaren, dass 
dureh Insulin Fett aus Kohlenhydrat gebildet wird. 

Von den unverseifbaren Substanzen nimmt Cholesterin in 
Substanzen in den Muskeln vermindert sind. Hs ist merkwirdig, 
allen Geweben in geringem Grade zu, wahrend die unbekannten 
dass bei der Vermehrung der Fettsiure und des Cholesterins die 
unbekannten Substanzen vermindert sind. 

7. Die Injektion von 1.5 Einheiten Insulin pro Kilo Korper- 
gewicht erregte bei den Kaninchen Krampfe und brachte die Fett- 
sduren in den Muskeln zu einer starken Verminderung. Eine 
solehe erhebliche Abnahme des Depotfettes kommt nur innerhalb 
der ersten 5 Stunden vor. Nach den Untersuchungen vieler 
Autoren sinkt bei starker Insulinwirkung der respiratorische 
Quotient ab. Somit wird die Verminderung des Depotfettes als 
dadurch hervorgerufen angesehen, dass Fett zum Ersatz fiir einen 
sich infolge der Insulinwirkung zeigenden Kohlehydratmangel 
benutzt worden ist. Heutzutage wird die Zuckerbildung aus Fett- 
sduren theoretisch alleemein anerkannt, aber noch ist kein sicherer 
Beweis daftir gegeben. Meine oben erwahnten Versuchsergebnisse 
konnen als eine interessante Feststellung zu dieser Frage 
angesprochen werden. 

8. Wie oben erwahnt, bewirkt das Insulin in kleinen Gaben 
eine Vermehrung, in grossen Gaben eine Verminderung des Depot- 
fettes. Gesetzt nun, dass sich im ersteren Falle Zucker>Fett, im 
letzteren Zucker<-Fett abspielt, so kann man sagen, dass das Insulin 
eine wichtige Rolle fiir den gegenseitigen Ubergang dieser beiden 
Substanzen spielt. 

9, Bei Kaninchen, denen Insulin in grossen Dosen gegeben 
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wurde, nahmen in den Muskeln die unbekannten Substanzen 
erheblich ab, wie sie auch in den schon erkahnten Hungerversuchen 
vermindert waren; in beiden Fallen entstand in den Muskeln ein 
Kohlehydratmangel. Daraus ist zu entnehmen, dass die unbekann- 
ten Substanzen in enger Beziehung zum Kohlehydratstoffwechsel 
stehen. 

10. Bei der Fiitterung mit dem Schilddriisenpraparat nahm 
in den Muskeln die Fettsaéure bedeutend ab, die unbekannten 
unverseifbaren Substanzen aber nicht. Bei den Hunger- und 
Insulinversuchen fand man, dass die Fettséure und die unbekannten 
Substanzen zugleich vermindert waren. Aus diesen Tatsachen 
kann man erkennen, dass die Fiitterung von Schilddrtisenpraparat 
einen anderen Einfluss auf den Stoffwechsel ausiibt, als das 
Hungern und die Insulininjektion. Nach den Angaben der Autoren 
soll das Muskelglykogen bei Schilddriisenfiitterung nicht ver- 
mindert, aber bei Hunger und Insulininjektionen bedeutend herab- 
gesetzt sein. Also muss wohl die Verminderung der unbekannten 
Substanzen die Folge eines heftigen Angriffs auf das Kohlehydrat 
in den Muskeln sein. 


ScHLUSS. 


1. Bei hungernden Kaninchen zeigen die Fettsduren und 
unbekannten Substanzen in den Muskeln eine erhebliche Abnahme. 

2. Die iiberschiissige Injektion mit Vitamin A (Biosterin) 
bringt, ungeachtet eines verminderten Korpergewichts, die Fett- 
sdure in den Muskeln zu starker Vermehrung, was zeigt, dass das 
Vitamin A (Biosterin) die Depotfettablagerung begiinstigt. 

3. Die Injektion von Adrenalin ruft in den Muskeln eine 
Zunahme der Fettsiuren und unbekannten unverseifbaren Subs- 
tanzen hervor, woraus zu ersehen ist, dass auch das Adrenalin die 
Vermehrung des Depotfettes fordert. 

4. Durch die Injektion von Insulin in kleinen Dosen wird die 
Fettsaure in den Muskeln betrichtlich vermehrt. Somit beruht die 
Wirkung der Mastkur mit Insulin auf der Zunahme des Depot- 
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fettes. Diese Zunahme erklart sich dadurch, dass durch Insulin 
Fett aus Zucker gebildet wird. 

5. Die Injektion von Insulin in grossen Dosen vermindert 
die Fettséure in den Muskeln in hohem Masse, was wohl daher 
kommt, dass dureh die Insulinwirkung plotzlich ein Kohlehydrat- 
mangel in den Geweben herbeigefiihrt, und zum Ersatz dafitir das 
Fett zum Verbrauch gebracht worden ist. 

6. Aus den obigen Tatsachen ergibt sich, dass die Injektion 
von Insulin in kleinen Dosen eine Umwandlung von Zucker in Fett, 
in grossen Dosen eine solehe von Fett in Zucker hervorruft, also 
spielt das Insulin bei den Umwandlungen von Zucker?Fett eine 
erosse Rolle. 

7. Bei der Injektion einer grossen Dosis von Insulin zeigen, 
wie im Hunger, die unbekannten unverseifbaren Substanzen in den 
Muskeln eine Verminderung; und daraus, dass man in diesen beiden 
Fallen einen Angriff auf die Kohlehydrate in den Geweben findet, 
ist zu ersehen, dass die unbekannten Substanzen in inniger Be- 
ziehung zu dem Kohlehydratstoffwechsel stehen. 

8. Die Futterung mit dem Schilddriisenpraparat vermindert 
die Menge der Fettsdure in den Muskeln, aber die der unbekannten 
Substanzen nicht. 

Es war schon nachgewiesen, dass bei den Schilddriisen- 
versuchen die Menge des Muskelglykogens nicht verandert wird, 
wahrend sie bei dem Hungern, sowie bei der Insulininjektion 
bedeutend abnimmt. Daraus kann man erkennen, dass ein heftiger 
Aneriff auf das Kohlehydrat in den Muskeln eine Verminderung 
der unbekannten Substanzen hervorruft. 

Zum Schluss spreche ich Herrn Prof. Y. Sueyoshi meinen 
herzlichen Dank fiir seine Anleitung aus. 
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INTRODUCTION 


One of the most accurate methods of estimating gaseous COs 
is Nishi’s method reported in this journal. The method is a 
modification of the well-known Pettenkofer method, and consists 
in the COz being absorbed in a standard alkali solution by bubbling 
the gas to be estimated through it, and then the solution is titrated 
with thymolphthalein as the indicator. For this method and similar 
eases, an alkali solution is wanted which will absorb COz as speedily 
as possible. For this purpose, the baryta solution is not suitable, 
as the precipitates of BaCOs3 which form around the bubble 
hinders further absorption markedly, and thus the NaOH- and 
KOH-solutions remain for use. Nishi used the NaOH-solution 
for his method, but, if the KOH-solution absorbs CO2 more rapidly 
than the NaOH-solution does, as is widely believed, it will be more 
convenient to use KOH for his method. For these two alkali solu- 
tions, however, no data for the comparison of the COs-absorption 
velocity have been reported, though many studies have been carried 
out in order to elucidate the mechanism of the absorption process 
(Mitsukuri, Hatta, etc.). 

The present study aims at making clear the comparative CO>- 
absorption velocities of these two alkali solutons at the usual experi- 
mental temperatures. 


Mertnops 
The principle of the measurement is that a bubble of the COs 
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gas is passed into the alkali solution, and the reduction of the gas 
volume is recorded relating to the lapse of time. The arrangement 
is sketched in Fig. 1. A is a spiral absorption tube of ca. 1.5 m. 
long and 0.7 em bore, im- 
mersed in a thermostat. 
The bottom of the tube is 
e ap served with mercury, 
through which a single 
CO». bubble is expelled 
out by means of a gas- 
tight syringe L, which is 
driven by a screw-adjust- 
& ment. Above the mer- 

0s eury, the tube is filled 
with ea. 60ce. of the alkali 
solution. The side tube 
F facilitates the circula- 
tion of the solution caused 
by the ascent of the 
bubble along the main 
tube. The top of the tube 
is stoppered where a tap 
is mounted, which is 
necessary to drive out the 
eas-content of the tube. 
The absorption tube has a side capillary tube D at its upper part. 
The meniscus of the solution rests on a lower point of the vertical 
capillary of this side tube. When a COs bubble is forced into 
the mercury, the meniscus in the vertical eapillary ascends a 
certain height, as is shown in the figure. Now, as soon as the 
bubble bursts out of the mereury surface into the alkali solution, 
the absorption begins, and, while the bubble ascends along the 
tube, its volume is reduced by absorption. This causes a gradual 
descent of the meniscus in the capillary, which is recorded on a 
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bromide paper stretched on a rotating kymograph. I lumination 
is suppled by a light passing through a vertical slit and projected 
on the capillary. The reflection of the light at the meniscus is 
strong enough to leave a white line on the moving bromide paper. 
The time record is taken simultaneously with a tuning fork of 50 
vibrations per second. 


Fig. 2. 


Fig. 2 is an example of the reproduction of a trace of the 
meniscus thus recorded. The height ed corresponds to the volume 
of a single bubble forced into the mereury. db is the time neces- 
sary for the bubble to be absorbed completely, and ed/db will 
represent the mean velocity of absorption. But, the descent of 
the curve is very slow at the end period, and the estimation of 
the time db may inelude a large error. Therefore, we took the 
point of absorption of a half of the bubble. ce represents the 
volume of the half-bubble absorbed, and ef—dg is the time neces- 
sary for its absorption, and ce/dg will be taken as a representative 
of the relative absorption velocity. 

The CO, gas used for this experiment was generated by 
pouring H.SO, into a saturated Na,COs3 solution, so that no other 
gases were contained in the bubble. If, however, a minute amount 
of air becomes intermixed in the bubble, the level of the meniscus 
after absorption (b) does not come back to the initial level (a). 
In such a case cd should be taken as the vertical distance of ¢ 
from the level of b, and not of a, and consequently the half-bubble 
ce should be half of the vertical distance of ¢ from the b-level. 

In order to convert the height of the record into the actual 
volume, a measured amount of water was forced into the absorp- 
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tion tube and the ascent of the meniscus was recorded. It was 
found that 0.1 ce. corresponds to 1.39 em in height. 


RESULTS 


The 1N NaOH- and 1N KOH-solutions were used as the 
absorption medium. The same experiments were repeated several 
times, and the mean velocities were calculated, probable errors being 
also taken into consideration. Results are summarized in the fol- 
lowing table. 


Coy. solution absorption velocity (ee./see. ) 
11° | NaOH 0.202+0.0024 (mean of 7 estimates) 
| KOH 0.187=0.0090 ( , , 8 is ) 
18° NaOH OL2C6S500047- 1s a Sed Ps ) 
KOH OST O00 TAA Fe LO = ) 
25° | Na0QH 0.298=20.0040 ¢ , « §& aa ) 
KOH OVS3s=OL0U6GI Ge see ee ss ) 


Here we see that, at 11°, NaOH absorbs CO. more rapidly, 
though shehtly so, than KOH, and at 18° and 25°, KOH absorbs 
more rapidly, and that the difference of the absorption velocity 
increases with ascending temperatures. This is clearly shown in 
Fig. 3, which is the graphic representation of the above table. In 
other words, the CO, absorption velocity of the alkali solutions 
generally increases with Fig. a @ KOH 
ascending temperatures. F O NadH 
The rate of this increase 
with temperature is 
larger for the KOH-solu- 
tion, than for the NaOH- 
solution. At ordinary ex- 


perimental temperatures, 
the ratio of the CQO,- 
absorption velocities is as 

follows. ea M1 13° 3° A 
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The ratio of COz absorption velocity of 
NaOH : KOH 
ike I Fs5 1093 
18° ie Sie 
25 es? 29 
SUMMARY 


The COz-absorption velocities of each 1N NaOH- and KOH- 
solution being compared at 11°C, the ratio is 1:0.98, the absorption 
of NaOH being the more speedy. At 18°, and 25°, the ratios are 
1:1.17, and 1:1.29 respectively, KOH being the more speedy. The 
rate of increase in the absorption velocity with ascending tempera- 
ture is larger for KOH than for NaOH. 

The author expresses his thanks to Mr. 8. Miyake for his 
assistance in taking the photographic records. 
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Protocoll 
Absorption of COz2 in alkali-solutions 
adsorp- No. Poe cc. for ee pane absorption 
tion Temp.| of bubble Half- for absorp-| tion of velocity 
medium exper. US) bubble | tion of half- half- cc./sec. 
bubble bubble 
i 1 2.00 0.144 39.0 0.780 0.185 
2 2.23 0.160 38.2 0.764 0.209 
3 2.24 0.161 38.0 0.760 0.212 
4 1.94 0.140 34.2 0.684 0.205 
5 2.08 0.150 38.4 0.768 0.195 
6 2.34 0.168 40.2 0.804 0.209 
7 2.02 0.145 36.0 0.720 0.201 
mean 0.202-F 0.0024 
18° il 2.69 0.194 34.0 0.680 0.285 
os 2 2.45 5.176 39.3 0.786 0.223 
q 3 2.00 0.144 32.0 0.640 0.225 
a 4 2.16 0.155 27.8 0.556 0.279 
oy 5 2.08 | 0.150 27.3 0.546 | 0.275 
a 6 2.15 0.155 29.0 0.580 0.267 
| tf 1.85 0.133 26.6 0.532 0.250 
8 8 2.24 0.161 30.0 0.600 0.268 
9 2.00 0.144 26.5 0.530 0.272 
10 1.87 0.135 23.4 0.468 0.288 
11 | 235 | ot69 29.2 0.584 | 0.289 
mean 0.266£0.0047 
25° 1 2.10 0.151 27.2 0.544 0.278 
2 1.90 0.137 23.2 0.464 0.295 
3 1.80 0.129 22.5 0.450 0.287 
4 2.18 0.157 24.8 0.496 0.317 
3) 1.96 0.141 24.3 0.486 0.290 
6 2.14 0.154 25.3 0.506 0.304 
7 2.02 0.145 25.4 0.508 0.285 
8 2.33 0.168 25.8 0.516 0.326 
mean 0.2980.0040 
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Protocoll (Continued) 


Height Nos. of sec. for ‘ 
adsorp- No. ee. for | vibration absorp- absorption 
tion |Temp.| of of Halt- Half- | for absorp- | tion of velocity 
medium exper. ei bubble | tion of half-| _half- ce./sec. 
bubble bubble 

alae a 155 0.112 26.8 9.536 0.209 
2 2.45 0.176 32:5 0.650 0.271 
3 1.84 0.132 36.0 0.720 0.183 
4 1:75 0.126 40.8 0.816 0.154 
5 1.68 0.121 37.9 0.758 0.160 
6 1.81 0.130 36.5 0.750 0.173 
7 1.75 0.126 37.2 0.744 0.169 
8 1.70 0.122 33.8 0.676 0.180 

mean 0.1870.0090 
wt 18° i 1.74 0.126 23.0 0.460 0.274 
cs 2 2.26 0.163 24.5 0.490 0.333 
A 3 1.95 0.140 26.0 0.520 0.269 
a 4 2.15 0.155 21.0 0.420 0.369 
eg 5 | 187 | 0.135 20.2 0.404 | 0.334 
= 6 | 179 | 0.129 22.0 0.440 | 0.293 
5 7 1.78 0.128 21.2 0.424 0.302 
8 2.64 0.190 als 0.550 0.345 
9 1.75 0.126 23.0 0.460 0.274 
10 2.00 0.158 24.0 0.480 0.329 

mean 0.312-£0.0074 
29 1 2.70 0.194 22.7 0.454 0.427 
2 2.68 0.193 23.0 0.460 0.420 
3 2.14 0.154 22.0 0.440 0.350 
4 2.04 0.147 22.0 0.440 0.334 

maen 0.3830.0161 
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DIE BEDEUTUNG DER GALLENSAURE IM 
KOHLEHYDRATSTOFFWECHSEL. X. 


Uber den Einfluss der Gallensdéure und der Phosphate 
auf die Zuckerassimilation. III 


Von 


SEI FUZITA. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut Okayama. 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(Hingegangen am 23. Dezember 1930) 


In meinen vorigen Mitteilungen (1930) habe ich schon berichtet, 
dass im Kaninchenorganismus die per os eingegebenen verschie- 
denen Zucker in der Reihenfolge: Fruchtzucker, Traubenzucker, 
Mannose und Galaktose ansteigend im Harn ausgeschieden werden, 
und dass diese in der Reihe ansteigende Zuckerausscheidung durch 
die Zufuhr von Cholsdéure in derselben Reihenfolge absteigend he- 
rabgesetzt wird. 

Weiter habe ich bei meinen Versuchen gefunden, dass die 
Glykogenbildung der Leber aus diesen Zuckerarten durch Zufuhr 
von Cholsaéure auch in derselben Reihenfolge absteigend gefdrdert 
wird. 

Auf Grund der Befunde habe ich auch hervorgehoben, dass 
diese die Glykogenbildung der Leber fordernde Wirkung der 
Gallenséure entweder beruht auf der Verschiebung der Phosphat- 
pufferung in der Leber nach der alkalischen Seite hin, die durch 
die den Nucleinstoffwechsel und die Nuclease der Leber fordernden 
Higenschaften der Gallensiure zu Stande kommt, oder bedingt ist 
durch die begiinstigende Phosphorierung des Zuckers, die bekannt- 
lich fiir die Glykogenbildung und fiir den Glykogenabbau im 
Organismus unbedingt notwendig ist. 

Betrachtet man das Ergebnis, dass die Glykogenbildung aus 
Fruchtzucker bei Zufuhr von Gallensaéure unter den verschiedenen 
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Monosachariden: Fruchtzucker, Traubenzucker, Mannose und 
Galaktose am starksten eintritt, so scheinen mir die vermehrten OH- 
Tonen unter Vermehrung der sekundaren Phosphate in der Leber 
fiir diese starkste Glykogenbildung aus Fruchtzucker eine grosse 
Rolle zu spielen, wenn der Polymerisation der verschiedenen Zucker 
in der Leber eine Umwandlung derselben in eine gemeinsame Reak- 
tionsform in Gestalt der enolisierten Glukose vorausgehen miisste, 
wie Isaac (1914) angenommen hat. 

Der Befund von Konigsfeld (1909), dass der Traubenzucker 
erst nach der Ausscheidung durch die Niere bei alkalischer Reak- 
tion des Harns bei langerem Stehen in Laevulose tibergefiihrt wird, 
und der Befund von Isaac (1914), dass die leicht enolisierbare 
Fruktose leichter als der Traubenzucker in Glykogen iibergeht, 
die es auch bei mir der Fall war, sprechen fiir die Ansicht, dass 
wie Verschiebung der Phosphatpufferung nach der alkalischen Seite 
hin dem Glykogenbildungsprozess vorausgeht, indem dadurch eine 
Umwandelung der verschiedenen Zucker in einen gemeinsamen 
reaktionsfahigen Zucker stattfindet. 

Schon Fuziwara (1930) hat gefunden, dass die Zufuhr von 
Gallenséure eine vermehrte Ausscheidung der sekundaren Phos- 
phate im Harn herbeifiihrt, und nach der Angabe von Kawada 
soll die Ausscheidung des Caleiums und der Phosphorsdure in der 
Lebergalle durch die Zufuhr von Cholsaure gesteigert werden. 

Nach den Daten scheinen mir die sekundaren Phosphate bei der 
Glykogenbildung der Leber eine grosse Rolle zu spielen. 

In diesem Sinne habe ich den Hinfliuss der Gallensdiure auf 
die Glykogenbildung der Leber mit oder ohne sekundare Phosphate 
untersucht. 

Schon im Jahre 1905 haben Harden und Young festgestellt, 
dass eine Zugabe von phosphorsaurem Salz die alkoholische Garung 
des Zuckers durch Hefe um ein Vielfaches beschleunigt. In 
Verfolg dieser Beobachtung wurde erkannt, dass unter der Hin- 
wirkung eines Teilfermentes der Garung eine Veresterung des in 
der hypothetischen Enolform vorhandenen Zuckers einsetzt. Dieser 
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Diphosphorsaureester ist nach Young (1912) allen drei girenden 
Hexosen gemeinsam. 

Neuerdings wurden auch Hexosemonophosphorsduren von 
Robison (1922) bei der Garung beobachtet. 

Andrerseits haben Embden und seine Mitarbeiter (1914, 1921) 
im Muskelpresssaft eine Zucker-Phosphorsdure-Verbindung gefun- 
den, aus welcher die Milchsdure gebildet wird, und die von ihnen 
Laktacidogen genannt wurde. 

Nach neueren Untersuchungen von Embden und Zimmer- 
mann (1927) ist das Laktacidogen als ein Monophosphorsaureester 
der Hexose anzusprechen, und nach ihnen ist der Diphosphorsaure- 
ester eine Stabilisierungsform. Inwieweit beim Abbau und Aufbau 
des Kohlehydrats in der Leber die Phosphorsaure notwendig ist, 
ist noch ganz unklar. Fiir die Leber steht aber fest, dass sie den 
Zucker nur dann weiter verwerten kann, wenn er zuerst zu Glykogen 
aufgebaut wurde. 

In diesem Sinne ist es von Bedeutung, den Einfluss der sekun- 
daren Phosphate und der Gallensdiure auf die Glykogenbildung in 
der Leber zu erforschen, von denen die letztere den Nucleinstoff- 
wechsel fordert und die Phosphorsdure in Harn und Galle vermehrt, 
wie Karasawa (1926/27), Hatakeyama (1927/28), Okamura 
(1928) und Kawada (1930) in ihren Experimenten bewiesen 
haben. 


EXPERIMENTELLER TEM 


Zum Versuch wurden kraftige mannliche Kaninchen ver- 
wendet, die einige Wochen lang mit folgender bestimmter Nahrung 
gefiittert worden waren: Okara 50 g, Gemiise 50g, Wasser 100 ccm. 

Die Kaninchen wurden zuerst 4 Tage lang in Hunger gehalten, 
damit der Glykogengehalt der Leber ungefahr frei werden konnte. 
Dann wurden die verschiedenen Zuckerarten wie d-Glukose, d-Fruk- 
tose, d-Mannose und d-Galaktose in 3g und sekundares Natrium- 
phosphat in 0.5g pro ke Korpergewicht als 5%ige Losung ohne 
und mit 0.3¢ Cholat pro kg Kérpergewicht zusammen in 50 ccm 
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Wasser gelost per os mittelst der Schlundsonde an die Kaninchen 
verfiittert. 

Nach 3 Stunden wurden die Kaninchen unter Verblutung 
getotet. Die schnell herausgeholte Leber wurde zuerst abgewogen, 
und dann ihr Glykogengehalt nach der in der vorigen Mitteilung 
(1930) angegebenen Methode bestimmt. 

Zur Kontrolle wurde der Hinfluss, den die peroral eingefiihrten 
Phosphate von verschiedenen Mengenverhaltnissen mit oder ohne 
Cholat auf die Glykogenbildung aus Glukose haben, beobachtet. 
Dabei wurde das sekundiére Natriumphosphat 0.1—0.25-0.35 g mit 
oder ohne 0.3g¢ Cholat pro kg Korpergewicht per os verabreicht, 
und der Glykogengehalt der Leber unter genau den gleichen 
Bedingungen und nach der gleichen Methode bestimmt. 

Um das Ergebnis leicht verstandlich zu machen, habe ich den 
durehschnittlichen Wert des Glykogengehaltes der Leber in allen 
Versuchsreihen des Zuckers in Tabelle V angegeben und mit dem 
Wert des Glykogengehaltes aus den vorigen Versuchen verglichen, 
der in den oberen Reihen A der Tabelle V angefiihrt ist. 

Die Resultate sind aus den folgenden Tabellen I-VIII ersicht- 
lich. 


I. Glykogenbildung aus Fruktose. 


Aus den Versuchen A und B der Tabelle I und V(A) zeigt 
sich, dass der Glykogengehalt der Leber bei Zufuhr von Frucht- 
zucker mit sekundaérem Natriumphosphat (0.5¢ pro kg Korper- 
gewicht) durehschnittlich mit 3.402% angegeben wird, und der 
Durchschnittswert des Leberglykogens bei Zufuhr des Frucht- 
zuckers allein 2.748% betraet. 

Also wird die Glykogenbildung aus Fruchtzucker durch die 
Zufuhr des sekundiren Natriumphosphates gefordert. Aber der 
durchschnittliche Wert des Leberglykogens bei Zufuhr von Chol- 
sdure mit Fruchtzucker betragt 4.178% und ist viel hoher als der 
bei Zufuhr des sekundaren Natriumphosphates mit Fruchtzucker. 

Aus den Daten geht hervor, dass das sekundére Natriumphos- 
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phat bei der Glykogenbildung aus Fruktose durch die Cholsiure 
nicht vertreten wird. 

Der Glykogengehalt der Leber bei Zufuhr von sekundiérem 
Natriumphosphat und Cholséure mit Fruchtzucker wird durch- 
schnittlich mit 4.551% angezeigt, wie aus dem Versuch B der 
Aus den obigen Befunden ersieht man, 
dass die Glykogenbildung aus Fruchtzucker durch die Zufuhr des 


Tabelle I ersichtlich ist. 


TABELLE I. (Laevulose) 
(A) 
Korpergewicht : : 
Datum Vor Nach pe % Bemerkungen 
dem Hungern g 
17/Jul. 2620 2330 54 4.150 Laevulose 3 g 
i, 2570 2340 47 3.213 NasHPO, 0.5 g pro kg 
18 2340 2060 38 3.813 
eS 1940 1600 33 3.025 
Ss 2320 2000 40 2.825 
3 1820 1510 34 3.263 
% 2250 1970 36 2.763 
8 2620 2370 48 3.413 
5 1880 1550 36 3.813 
sf 2230 1960 38 3.738 
Durechschnittswert 3.402 
(B) 
Korpergewicht A 
Datum Vor Nach ied Se % Bemerkungen 
dem Hungern g 
19/Jul. 2320 1900 43 4.825 Laevulose 3 g 
“5 2500 2100 46 4.900 Cholsdure 0.3 g 
> 1970 1660 42 4.078 NazHPO; 0.5 g pro kg 
a 2240 1960 40 §.313 
~ 1910 1550 37 4,213 
2 2260 1900 39 4,150 
” 2190 1930 36 4.700 
of 1890 1590 35 4,213 
” 1970 1690 39 4.425 
” 1890 1580 35 4.287 


Durehschnittswert 


4.511 
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sekundiren Natriumphosphates gefordert und durch weiteren 
Zusatz von Cholséure noch mehr gesteigert wird. 

Auf Grund der Daten kommt man zu dem Schluss, dass das 
sekundare Natriumphosphat bei der Glykogenbildung der Leber 
aus Fruchtzucker eine bedeutende Rolle spielen muss. 


II. Glykogenbildung aus Glukose. 


Aus den Tabellen II(AB) und V(A) sieht man, dass der Gly- 
kogengehalt der Leber bei Zufuhr von sekundérem Natriumphosphat 
(0.5 g pro kg Korpergewicht) durchschnittlich mit 1.835%, der bei 
Zufuhr des Traubenzuckers allein durchschnittlich mit 1.891% 
angegeben wird. Hier bleibt also die Glykogenbildung aus Trauben- 
zacker durch die Zufuhr des sekundaren Natriumphosphates fast 
unbeeinflusst oder wird dadurch vielmehr herabgesetzt. Der durch- 
schnittliche Wert des Leberglykogens betragt bei Zufuhr von Chol- 
sdure 2.831% und ist viel héher als der bei Zufuhr des sekundaren 
Natriumphosphates. (Siehe Tabelle V(A) und II(AB). 

Der Glykogengehalt der Leber bei Zufuhr von sekundarem 
Natriumphosphat und Cholsaure wird durchsechnittlich mit 1.733% 
angegeben, wie der Versuch B der Tabelle IT zeigt. 


TABELLE II. (Glukose) 


(A) 
Korpergewicht : 
Datum Vor Nach geek cht % Bemerkungen 
dem Hungern 8 
24/Jul. 2350 1980 52 1.863 Glukose 3 g 
a 2280 1900 37 1.800 NazHPO, 0.5 g pro kg 
5 2200 1840 38 1.600 
ss 2050 1750 37 1.988 
26 1980 1540 38 1.663 
x: 2110 1760 36 2.113 
is 1950 1530 33 1.863 
3/Aug. 1830 1500 34 1.860 
9 1980 1620 38 1.725 
on 1930 1650 34 1.877 


Durchsehnittswert 1.835 
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(B) 
Korpergewicht . p 
Datum Vor Nach Pee ae % Bemerkungen 
dem Hungern & 
25/Jul. 2250 1910 44 1.413 Glukose 3 g 
3 2060 1640 39 1.887 Cholsaure 0.3 g 
“a 1910 1510 34 1.550 NasHPO: 0.5 g pro kg 
27 1940 1600 32 1.475 
7 1890 1550 31 1.988 
5 1980 1630 35 1.663 
28 1900 1650 34 1.725 
Be 2130 1830 38 1.975 
5 1990 1730 36 1.863 
3/Aug. 1930 1630 36 1.988 


Durehschnittswert 1.733 


Die die Glykogenbildung aus Glukose fordernde Wirkung der 
Cholsaure wird also durch die Mitzufuhr des sekundaren Natrium- 
phosphates sehr deutlich herabgesetzt, wenn die Menge des einge- 
fiihrten sekundéren Natriumphosphates 0.5 g pro kg Korpergewicht 
betragt. Diese Herabsetzung der die Glykogenbildung fordernden 
Wirkung der Cholsaure scheint mir darauf zu beruhen, dass die 
Menge des mit der Cholsdéure zugefiihrten sekundaren Natrium- 
phosphates zu gross gewesen ist. 


III. Glykogenbildung aus Mannose. 


Die Tabellen IIJ(AB) und V(A) zeigen, dass der Glykogen- 
gehalt der Leber bei Zufuhr von sekundarem Natriumphosphat 
(0.6g pro kg Korpergewicht) durchschittlich 1.673% und bei 
Zufuhr der Mannose allein 1.809% betragt. 

Bei Zufuhr von sekundérem Natriumphosphat und Cholsaure 
wird er durchschnittlich mit 1.582% und bei Zufuhr der Cholsaure 
allein mit 2.641% angegeben. (Siehe Tabelle III(AB) und V(A).) 

Aus diesen Daten ergibt sich, dass die Glykogenbildung aus 
Mannose in der Leber durch die Zufuhr des sekundiren Natrium- 
phosphates viel mehr herabgesetzt wird, als es bei Glukose der Fall 
war. Die die Glykogenbildung fordernde Wirkung der Cholséure 
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wird durch die Mitzufuhr des sekundéren Natriumphosphates nicht 
nur aufgehoben, sondern vielmehr herabgesetzt, wenn eine genii- 
eende Menge sekundaren Natriumphosphates (0.5 ¢ pro ke Korper- 
eewicht) verabreicht wird. 


TABELLE III. (Mannose) 


(A) 
Korpergewicht ; 
Datum Vor Nach ee % Bemerkungen 
dem Hungern 8 
29/Jul. 2620 2270 41 1.988 Mannose 3 g 
2 1920 1500 29 1.663 | NasHPO. 0.5 g pro kg 
a 2770 2400 44 1.600 
30 1800 1520 32 1.538 
3 1940 1660 38 1.413 
or 2050 1590 31 1.863 
9/Aug. 1980 1660 30 1.725 
a 2130 1880 37 1.413 
oe 2010 1670 ay 1.663 
+ 1960 1640 34 1.863 


Durchschnittswert 1.673 


(B) 
Korpergewicht , : 
Datum Vor Nach | Lebergewicht % Bemerkungen 
dem Hungern 8 ? 
3/Aug. 2080 1720 32 1.877 eon oe 
holsaure 0.3 g 
” 1830 1500 31 1.313 NasHPO, 0.5 g pro kg 
Bs 1850 1600 34 1.475 
5 1880 1550 33 1.863 
Re 2090 1770 36 1.663 
i 2320 1900 35 1.350 
of 2180 1800 39 1.413 
8 1970 1650 32 1.725 
y 2070 1740 33 1.663 
”» 1900 1640 31 1.475 


Durchschnittswert 1.582 
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Diese Herabsetzung der Glykogenbildung bei Zufuhr des 
sekundaren Natriumphosphates scheint mir auch auf einer zu reich- 
lichen Zufuhr desselben mit Cholsdéure zu beruhen, wie es auch bei 
der Glykogenbildung aus Glukose der Fall war. 


IV. Glykogenbildung aus Galaktose. 


Aus den Tabellen IV(AB) und V(A) ist ersichtlich, dass der 
Glykogengehalt der Leber bei Zufubr von sekundérem Natrium- 
phosphat (0.5 g¢ pro kg Korpergewicht) durchnittlich mit 1.473% 
und der bei Zufuhr der Galaktose allein mit 1.545% gezeigt wird. 
Er wird bei Zufuhr von sekundirem Natriumphosphat und Chol- 
saure durehsehnittlich mit 1.829% und bei der von Cholsaéure allein 
mit 2.193% angegeben. Die Daten zeigen, dass die Glykogenbildung 
aus Galaktose in der Leber dureh Zufuhr des sekundéren Natrium- 
phosphates genau wie die aus Mannose und Glukose vielmehr herab- 
gesetzt wird. Die die Glykogenbildung férdernde Wirkung der 
Cholséure wird also durch die Mitzufuhr des sekundaéren Natrium- 
phosphates nicht nur aufgehoben, sondern vielmehr herabgesetzt, 
wie es auch bei Glukose und Mannose der Fall war. Aus den oben 
genannten Daten geht hervor, dass bei Priifung des Einflusses von 
sekundarem Natriumphosphat und Cholsaure auf die Glykogen- 
bildung der Leber aus verschiedenen Zuckerarten wie Fruktose, 
Glukose, Mannose und Galaktose gefunden wurde, dass die Gly- 
kogenbildung aus Fruchtzucker in der Leber durch Zufuhr des 
sekundaren Natriumphosphates gefdrdert, und durch weitere 
Zufuhr von Cholséure aufs neue gesteigert wird, wahrend im 
Gegensatz dazu die Glykogenbildung aus Glukose, Mannose und 
Galaktose dadureh nicht nur nicht gefdrdert, sondern vielmehr 
herabgesetzt wird, und die Wirkung der Cholsaéure, welche die 
Glykogenbildung aus diesen Zuckern fordert, durch Zufuhr des 
sekundéren Natriumphosphates herabgesetzt wird, wenn das sekun- 
dare Natriumphosphat in 0.5g¢ pro kg Korpergewicht unter sonst 
genau den gleichen Bedingungen wie Zucker mit oder ohne Chol- 
sdure an die Kaninchen per os verftittert wird. 
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Es ist sehr wohl moglich, dass die durch die Zufuhr des 
sekundaren Natriumphosphates bedingte Herabsetzung der die 
Glykogenbildung fordernden Higenschaften der Cholsaure von den 
Mengenverhiltnissen des zugefiihrten sekundaren Natriumphos- 


TABELLE ITV. (Galaktose) 


(A) 
Korpergewicht . 
Datum Vor Nach ee eae % Bemerkungen 
dem Hungern & 
10/Aug. 1850 1580 38 1.475 Galaktose 3 g 
3 1870 1550 33 1.363. | NazHPO, 0.5 g pro kg 
17. 1920 1570 30 1.288 
as 2450 2100 40 1.350 
oS 2350 1950 42 1.413 
43 2090 1700 38 1.600 
13 2050 1800 37 1.313 
” 2130 1800 39 1.538 
a 2320 2000 40 1.725 
5 2250 1950 44 1.663 
Durchschnittswert 1.473 
(B) 
Korpergewicht 2 ; 
Datum Vor Nach antes tieiae % Bemerkungen 
dem Hungern 8g : 
10/Aug. 1850 1540 36 1.288 Galaktose 3 g 
1940 1650 33 1145 | Cholsdure 0.3 g 
” 3 ‘ k 
12 2580 2220 44 1.97) EOD eae 
2060 1740 36 1.475 
oD 1950 1590 33 1.600 
14 2320 2000 40 SHG 
Ps 2550 2220 44 1.350 
a 2030 1740 32 1.475 
18 2050 1590 oo 1.125 
2280 2000 40 1.538 


Durchschnittswert 1.329 
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phates abhangig ist. In diesem Sinne habe ich unter Zufuhr von 
verschiedenen Mengen sekundiren Natriumphosphates sowohl mit 
als auch ohne Cholsiure die Glykogenbildung aus Glukose verfolgt. 


V. Glykogenbildung aus Glukose unter Zufuhr von verschiedenen 
Mengen sekundiren Natriumphosphates sowohl mit 
als auch ohne Zufuhr von Cholsdure. 


Bei diesem Versuch wurde das sekundiére Natriumphosphat in 
0.1-0.35 g pro kg Korpergewicht sowohl mit als auch ohne Zufuhr 
von Cholséure den Kaninchen per os verabreicht, und der Gly- 
kogengehalt der Leber untersucht. 

Die durchschnittlichen Werte aller Versuche wurden in Tabelle 
V(BC) zusammengestellt. Die einzelnen Versuchsresultate sind in 
den Tabellen VI-VIII angegeben. 

Aus den Tabellen V(BC) und VI-VIII ergibt sich, dass die 
Glykogenbildung der Leber aus Glukose durch Zufuhr von 0.1— 
0.25 g sekundarem Natriumphosphat gesteigert, dagegen durch die 
von 0.35 g schon herabgesetzt wird. Durch Zufuhr von 0.5 g wird 
sie noch mehr herabgesetzt, sodass der Glykogenwert bei Zufuhr 
von 0.5 g sekundaérem Natriumphosphat viel niedriger ist als der 
bei Zufuhr des Traubenzuckers allein. In siémtlichen Fallen ist 
der Glykogengehalt der Leber bei Zufuhr des sekundaren Natrium- 
phosphates viel niedriger als der bei Zufuhr der Cholsaure allein. 
Bei Zufuhr von Cholséure wird der Glykogengehalt der Leber durch 
Zufuhr von 0.1 g sekundaérem Natriumphosphat deutlich gesteigert, 
und zwar betragt der durchschnittliche Wert des Glykogengehaltes 
der Leber 2.986%, der Wert bei Zufuhr der Cholsdure allein 
2.831%. Der Glykogengehalt bei Zufuhr von Cholsdure mit 0.1 ¢ 
sekundarem Natriumphosphat ist also viel hoher als der bei Zufuhr 
der Cholsaure allein. Dagegen wird die Glykogenbildung der Leber 
aus Glukose bei Zufuhr von Cholsaéure mit 0.25-0.5 g sekundarem 
Natriumphosphat herabgesetzt. 

Diese Herabsetzung schreitet vor, je mehr die Menge der zuge- 
fiihrten sekundaren Natriumphosphate steigt, bis endlich der 
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Glykogenwert der Leber bei Zufuhr einer reichlichen Menge sekun- 
diren Natriumphosphates weit hinter dem bei Zufuhr des Zuckers 
allein zuriicksteht. (Siehe Tabelle V(C) ). 

Aus der Tabelle V(BC) zeigt sich, dass die Glykogenbildung 
der Leber aus Glukose schon durch Zufuhr von 0.25 g sekundarem 
Natriumphosphat mit Cholséure herabgesetzt wird. Dieser Gly- 
kogenwert ist fast gleich demjenigen ohne Zufuhr von Cholsaure. 
Ks tritt also keine die Glykogenbildung fordernde Wirkung der 
Cholsaure auf, wenn 0.25 2 sekundares Natriumphosphat mit Chol- 
sdure verfiittert wird. Bei Zufuhr von 0.35 g sekundaren Natrium- 
phosphates allein tritt die Glykogenbildung viel starker auf, als 
bei Zufuhr derselben Menge von sekundaérem Natriumphosphat mit 
Cholséure. Wie schon in dem zweiten Versuch angegeben ist, wird 
die Glykogenbildung bei Zufuhr von 0.5¢ sekuudaérem Natrium- 
phosphat mit Cholsaure viel starker herabgesetzt, als die bei Zufuhr 
sowohl derselben Menge von sekundarem Natriumphosphat als auch 
von Glukose allein. 

Natiirlich wird sie auch stirker als bei Zufuhr von Cholsaure 
allein herabgesetzt, und die die Glykogenbildung der Leber 
fordernde Wirkung der Cholséure wird durch reichliche Zufuhr 
des sekundaren Natriumphosphates aufgehoben. 

Aus den obengenannten Daten geht hervor, dass die fordernde 
Wirkung der Cholsdure fiir die Glykogenbildung in der Leber 
durch das sekundére Natriumphosphat vertreten wird, und man 
kann wohl schliessen, dass bei der Glykogenbildung in der Leber 
das sekundare Natriumphosphat eine bedeutende Rolle spielt. 
Dieses sekundare Natriumphosphat scheint mir dadurch geliefert 
zu werden, dass die Gallenséure von den Nucleinsiuren der Leber 
die Phosphorsdéure frei macht, indem sie auf den Nucleinstoff- 
wechsel in der Leber fordernd wirkt. 

Die die Gallensaéure vertretende Wirkung der sekundaren 
Natriumphosphate bei der Glykogenbildung in der Leber scheint 
mir je nach den Zuckerarten ganz verschieden zu sein, weil die 
Glykogenbildung der Leber aus Fruktose bei Zufuhr von 0.5¢ 
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sekundérem Natriumphosphat geférdert und durch die weitere 
Zufuhr von Cholsdure aufs neue gesteigert wird. Die Glykogen- 
bildung aus Glukose, Mannose und Galaktose dagagen wird durch 
die Zufuhr derselben Mengen sekundaren Natriumphosphates mit 
Cholsdure viel starker als durch Zufuhr des Zuckers allein oder 
des Zuckers mit Cholsdéure herabgesetzt. Diese Herabsetzung tritt 
je nach den Zuckerarten ganz verschieden auf. Was den Grund 
fiir den Unterschied in der Glykogenbildung der Zuckerarten bei 
Zufuhr des sekundaren Natriumphosphates betrifft, so bedarf diese 
Frage weiterer Bearbeitung. Doch scheint mir die Verschiedenheit 
in der Glykogenbildung aus verschiedenen Zuckern bei Zufuhr des 
sekundéren Natriumphosphates darauf zu beruhen, dass die ver- 


TABELLE V. 
Zuckerarten g Na. Cholat. g NazsHPO: g Leberglykogen 
(pro kg) (pro kg) (pro kg) % 
Laevulose 3 — = 2.748 
” 53 0.3 “eS 4.178 
Glukose 3 — = 1.891 
A 3 0.3 — 2.831 
A 
Mannose 3 == a 1.809 
PA a 0.3 = 2.641 
Galaktose 3 = SS 1.545 
Me 3 0.3 = 2.193 
Glukose 3 — 0.5 1.835 
” 3 = 0.35 2.175 
S ” 3 = 0.25 2.361 
a 8 = 0.1 2.047 
is, 3 0.3 0.5 USPS 
s, 3 0.3 0.35 1.920 
g 5 3 0.3 0.25 2.330 
sb 3 0.3 0.1 2.936 
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TABELLE VI, 
(A) 
Korpergewicht ‘ : 
Datum Vor Nach aia is % Bemerkungen 
dem Hungern g 
29/Sept. 2110 1700 41 2.488 Glukose 3 g 
3 1890 1660 40 2.300 NazHPOs: 0.5 g pro kg 
30 2030 1720 34 2.238 
43 2430 2100 42 1.975 
fe 1970 1650 37 2.300 
1/Oct 2130 1850 40 2.113 
‘5 1960 1650 36 1.800 
Durchschnittswert 2.175 
(B) 
Korpergewicht ; 
Datum Vor Nach es % Bemerkungen 
dem Hungern g 
3/Oct. 1840 1500 36 1.988 Glukose 3 g 
of 2010 1690 32 1.988 Cholsiure 0.3 g 
op 1980 1720 39 1.725 NazHPO; 3.5 g pro kg 
Af 1950 1620 oul 1.600 
5 2100 1780 345) 2.300 
o 1760 1420 30 1.785 
55 1790 1500 32 2.113 
Durchschnittswert 1.920 
TABELLE VII. . 
(A) 
Korpergewicht . A 
Datum Vor Nach Be Riseh Nive De Bemerkungen 
dem Hungern 8 
9/Sept. 2180 1860 40 2.488 Glukose 3 g 
re 1940 1610 35 2.488 NazHPO: 0.5 g pro kg 
BS 2190 1770 34 2.488 
10 2070 1710 36 TOTS: 
a 1880 1500 31 2.488 
re 1860 1490 33 2.238 
ms 1930 1580 34 2.363 
Durchschnittswert 2.361 
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(B) 
Korpergewicht F 
Datum Vor Nach Bays a Bemerkungen 
dem Hungern g 
1/Sept. 1880 1510 29 2.988 Glukose 3 g 
re 1930 1530 So 2.238 Cholsiure 0.3 g 
a 2010 1570 33 2.300 NasHPO:, 0.5 g pro kg 
* 1800 1500 31 1.863 
2 1840 1500 34 2.238 
6 1710 1420 35 2.343 
= 2060 1650 39 2.343 
Durchschnittswert 2.330 
TABELLE VIII. 
(A) 
Korpergewicht ‘ : 
Datum Vor Nach oe % Bemerkungen 
dem Hungern 8 
16/Sept. 1810 1530 30 1.975 Glukose 3 g 
“ 2180 1890 40 2.175 NasHPO: 0.5 g pro kg 
Bs; 1910 1510 34 1.800 
ily 2070 1760 33 1.988 
eS 1840 1570 34 2.040 
21 2070 1750 43 2.175 
as 2200 1880 43 2,175 
Durchschnittswert 2.047 
(B) 
Korpergewicht ; 
Datum Vor Nach or % Bemerkungen 
dem Hungern g 
18/Sept. 1780 1440. 28 2.688 Glukose 3 g 
5 2080 1850 42 2.950 Cholsadure 0.3 g 
= 1900 1520 34 2.888 NasHPO: 0.5 g pro kg 
19 2140 1880 33 3.088 
3 1930 1600 36 3.088 
= 2200 1800 37 2.825 
21 1870 1580 38 3.025 
Durchschnittswert 2.936 
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mehrten OH-Ionen, die durch die Zufuhr des sekundaren Natrium- 
phosphates oder durch die Zufuhr der den Nucleinstoffwechsel der 
Leber fdrdernden und die sekundéren Natriumphosphate ver- 
mehrenden Cholséure bedingt sind, bei der Umwandelung der 
verschiedenen Zucker in eine gemeinsame Reaktionsform, die der 
Polymerisation der verschiedenen Zucker vorausgehen mosste, je- 
weils dem Zucker entsprechend sein miissen. Demnach scheinen mir 
mehr OH-Ionen fiir die Glykogenbildung aus Fruktose notig zu 
sein als fiir die aus Glukose, weil einerseits das pH und gleichzeitig 
die Phosphorsdéure in der Lebergalle durch die Zufuhr der Chol- 
sdure gesteigert werden, wie es von Itoo0(1930), Hatakeyama 
(1927) und Sekitoo (1929) bewiesen wurde, und andrerseits die 
Glykogenbildung aus Fruchtzucker bei reichlicher Zufuhr von 
sekundérem Natriumphosphat gefordert wird, wahrend die Gly- 
kogenbildung aus Glukose, Mannose und Galaktose im Gegensatz 
dazu bei Zufuhr derselben Menge sekundiren Natriumphosphates 
herabgesetzt wird. 

Daher scheint mir die Glykogenbildung in der Leber nicht von 
der absoluten Menge des sekundaren Natriumphosphates abhingig 
zu sein. Aber es ist eine Tatsache, dass die Gegenwart einer 
adaquaten Menge sekundéren Natriumphosphates eine Erleichte- 
rung fiir die Glykogenbildung aus verschiedenen Zuckern auch in 
der Leber schaffen kann. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Die Glykogenbildung aus Fruktose in der Leber des Kanin- 
chenorganismus wird durch die perorale Zufuhr von sekundirem 
Natriumphosphat (0.5¢ pro kg Korpergewicht) gefordert und 
durch weitere Zufuhr von Cholsaiure noch mehr gesteigert, wihrend 
die aus Glukose, Mannose und Galaktose durch Zufuhr derselben 
Menge sekundaren Natriumphosphates sowohl mit als auch ohne 
Zufuhr von Cholsaure herabgesetzt wird. 

2. Die die Glykogenbildung aus Glukose, Mannose und Galak- 
tose in der Leber fordernde Wirkung der Cholsdéure wird durch 


——————— 
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eine reichliche Zufuhr des sekundiren Natriumphosphates nicht 
nur aufgehoben, sondern vielmehr herabgesetzt, wenn es unter 
genau den gleichen Bedingungen in 0.5g pro kg Korpergewicht 
sowohl mit als auch ohne Cholsiure an die Kaninchen per os 
verfiittert wird. 

3. Die Glykogenbildung der Leber aus Glukose wird durch 
Zufuhr von 0.1-025 g sekundiaren Natriumphosphats pro kg Korper- 
gewicht gefordert, aber im Gegensatz dazu mehr und mehr her- 
abgesetzt, je mehr die zugefiihrte Menge sekundaren Natriumphos- 
phates gesteigert wird, bis die Glykogenbildung unter diejenige bei 
Zufuhr des Traubenzuckers allein herabgesetzt wird. 

4. Die die Glykogenbildung aus Glukose férdernde Wirkung 
der Cholsaure wird durch Zufuhr von 0.1 g¢ sekundaren Natrium- 
phosphats pro kg Korpergewicht gefordert, aber durch Zufuhr einer 
dariiber hinausgehenden Menge herabgesetzt. 

Diese herabsetzende Wirkung des sekundaren Natriumphos- 
phates wird immer mehr gesteigert, je mehr sekundares Natrium- 
phosphat zugefitihrt wird, bis sie unter die Glykogenbildung bei 
Zufuhr des Traubenzuckers allein herabgesetzt wird. 

Aus den Daten geht hervor, dass die die Glykogenbildung aus 
Glukose in der Leber fordernde Wirkung der Cholsaure durch das 
sekundire Natriumphosphat vertreten wird, und man kann wohl 
schliessen, dass die die Glykogenbildung in der Leber fordernde 
Wirkung der Cholséure auf der von der den Nucleinstoffwechsel 
fordernden Eigenschaft der Cholséure herriihrenden Phosphat- 
pufferung beruht. 

5. Die die Glykogenbildung fordernde Wirkung des sekun- 
daren Natriumphosphates ist je nach den Zuckerarten ganz ver- 
schieden und von der Menge des zugefiihrten sekundaren Natrium- 
phosphates abhingig. Die Glykogenbildung aus Fruktose in der 
Leber wird durch reichliche Zufuhr von sekundarem Natriumphos- 
phat gefdrdert, waihrend die aus Glukose, Mannose und Galaktose 
dadureh unter diejenige bei Zufuhr von Zucker allein herabgesetzt 
wird. Dies scheint mir darauf zu beruhen, dass die OH-Ionen- 


236 S. Fuzita. 


konzentration, welche von dem zugefiihrten oder durch die Chol- 
sdure von Nuclein frei gewordenen sekundiéren Natriumphosphat 
geliefert wird, und welche die verschiedenen Zucker in eine gemein- 
same Reaktionsform fiir die Glykogenbildung umzuwandeln vermag, 
je nach den Zuckerarten ganz verschieden sein muss. 
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DIE WIRKUNG DER CHOLSAURE AUF DIE 
KREATININAUSSCHEIDUNG BEI ZUFUHR 
VERSCHIEDENER VEGETATIVER 
NERVENGIFTE. 


Von 


AIJIRO TAKU. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitit zw Okayama. 
Vorstand: Prof. Dr. T. Schimizu.) 


(Hingegangen am 23. Dezember 1930) 


In meinen friiheren Mitteilungen habe ich berichtet (1929-1930), 
dass die Kreatininausscheidung im Harn beim Kaninchen durch 
Zufuhr von Cholséure herabgesetzt wird, indem die Cholséure gegen 
Adrenalin antagonistisch wirkt. Es wurde auch interessanterweise 
festgestellt, dass die Injektion von Cholsaure auf die Kreatinin- 
ausscheidung beim splanchnicotomierten Kaninchen keinen Einfluss 
mehr austibt. Dadureh wurde wahrscheinlich gemacht, dass die 
Wirkungsweise der Cholsdure auf die Kreatininausscheidung im 
Harn eine nervose ist, und zwar nicht eine periphere, sondern mehr 
eine zentrale, und dass sie mit der Funktion der Splanchnicus- 
nerven aufs engste verknipft ist. 

Neuerdings hat Tsuji (1930) in unserem Institut beobachtet, 
dass die hypoglykamische Wirkung der Gallenséure durch 
Splanchnicusdurehschneidung aufgehoben wird, und auch Sekitoo 
(1930) ist in seinem Versuche tiber die hyperkalkamische Wirkung 
derselben zu einem analogen Resultate gekommen. Alle Versuchs- 
resultate hinsichtlich der Wirkungsweise der Cholsaure in Bezug 
auf die Kreatininauscheidung, den Blutzuckerspiegel und den Blut- 
kalkspiegel stimmen also gut miteinander iiberein. 

Nun habe ich mich mit einem weiteren Versuche, den ich in 
der vorliegenden Mitteilung berichtete, beschaftigt, um den Zusam- 
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menhang zwischen der Wirkung der Cholsdure und der einiger 
zentral wirkender Medikamente zu erkennen, in der Hoffnung 
klarstellen zu kénnen, ob vielleicht die Gallenséure unter Angriff 
des Nervenzentrums den Stoffwechsel im Organismus beeinflusst. 
Fiir diese Versuche benutzte ich Tetrahydro-$-naphthylamin, 
Koffein, Pilocarpin, Atropin und Chlorkalcium. 

Tetrahydro-f-naphthylamin und Koffein wirken bekanntlich 
sympathisch zentral erregend und erhdhen stark die Kreatinin- 
menge im Muskel. 

Atropin wirkt im Gebiet des parasympathischen Systems 1ah- 
mend, das Pilocarpin dagegen erregend. Atropin wirkt nach 
Araki (1925) auf den parasympathischen Muskeltonus herab- 
setzend, was: kompensatorisch eine Erregung des sympathischen 
Muskeltonus zur Folge hat und zu einer vermehrten Kreatinin- 
ausscheidung im Harn fiihrt. Pilocarpin steht nach Kure und 
seinen Schiilern in umgekehrtem Verhaltnis zu Atropin und wirkt 
auf die Kreatininausscheidung herabsetzend. 

Nach Kraus und Zondeck (1924-1925) vermitteln die 
doppeltgeladenen Kalciumionen die sympathische Reizung und die 
einfach geladenen Kaliumionen die vagische. In der Tat hat 
E. Borasch (1924) gefunden, dass beim Hunde Kalciumchlorid 
eine Hyperglykamie und Kaliumchlorid eine Hypoglykamie herbei- 
fiihrt. Daher kann man wohl vermuten, dass Kalciumehlorid eine 
vermehrte und Kaliumchlorid eine verminderte Kreatininausschei- 
dung zur Folge hat, und dass die Wirkung des Kalciumehlorides 
durch die Gallenséiure herabgedriickt, die des Kaliumchlorids 
dagegen verstarkt werden muss. 


Experimenteller Teil. 


Als Versuchstiere benutzte ich immer mannliche, gut genahrte 
Kaninchen von ca. 2-3 ke Korpergewicht. Die Kreatininausschei- 
dung wurde stets alle 2 Stunden festgestellt. Das tibrige ist schon 
in meinen vorigen Mitteilungen angegeben. Die Ergebnisse sind 
in den folgenden Tabellen zusammengestellt. 
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1. Versuche mit Tetrahydro-B-naphthylamin. 

0,018-0,035 ¢ von Tetrahydro-f-naphthylamin pro kg Kérper- 
gewicht wurden als 2%ige Olivendl-Lésung dem Kaninchen sub- 
kutan verabreicht. Die Korpertemperatur wurde im Anus 
gemessen. Wie aus der Tabelle Ia ersichtlich ist, steigert das 
Tetrahydro-6-naphthylamin die Korpertemperatur des Tieres immer 
um 0,7-2,9°C und vermehrt die Kreatininausscheidung um 4,5— 
20,6%, wie schon von Riesser wahrgenommen wurde. 

Zur Kontrolle obiger Versuche habe ich die Wirkung derselben 
Menge, in der das Tetrahydro-f-naphthylamin gelést und zum 
Versuche benutzt wurde, von Olivenol allein auf die Kratinin- 
ausscheidung und die Korpertemperatur gepriift. Aus der Tabelle 
Ib kann man ersehen, dass die Kreatininmenge und die Korper- 
temperatur nur eine geringe Schwankung zeigen, die aber in der 
Fehlergrenze der Versuche liegt, und dass das Oliven6l sowohl auf 
die Korpertemperatur als auch auf die Kreatininausscheidung 
keinen Hinfluss austiben kann. 


TABELLE Ia. 
Versuch mit Tetrahydro-8-naphthylamin. 
Ver- Korper- ‘ ; Beuktion Kreatinin-| Korper- 
such- | gewicht| Zeitabschnitt d. Harns| ™menge tempe- | Bemerkungen 
Nv. (g) (mg) ratur 
7,45- 9,45a.m.|alkalisch} 11,57 | 39,0°C. poate ae 
9,45-11,45 ,, 33 11,74 39,4°C. | pro Kilo 
ale 2305 |11,45- 1,45 p.m.| neutral 12,09 39,7° C. 
1,45- 3,45 ,, | sauer 11,57 39,6° C. 
3,45- 5,45 ,, rs 11,74 39,4° C. 


7,45- 9,45 a.m.|alkalisch] 8,10 | 395°C. | goisg 


9,45-11,45 ,, | neutral 8,44 40,3°C. | pro Kilo 
2 2245 |-11,45- 1,45 p.m. e 8,90 39,8° C. 
1,45- 3,45 ,, a 8,62 39,4° C. 


3,45- 5,45 ,, | sauer 8,27 39,5° C. 
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7,45- 9,45 a.m.|alkalisch| 12,46 | 38,8°C Roo Weed 
9,45-11,45 ,, | neutral 12,86 39,5° C. | pro Kilo 
3. | 2580 |11,45- 1,45 p.m. 3 13,28 39,8° C 
1,45- 3,45 ,, os 13,73 39,6° C 
3,45- 5,45 ,, | sauer 12,66 39,6° C 
7,45- 9,45 a.m.|alkalisch| 11,41 38,8° C . 4 
9,45-11,45 ,, | sauer 12,46 | 39,4°C. [~ 
4, | 2360 | 11,45- 1,45 p.m. ss 12,57 39,6° C 
1,45— 3345 ,, Fe 12,57 39,7° C 
345 B45 y = 11,49 39,0° C 
7,45- 9,45 a.m.|alkaliseh] 9,64 | 39,0°C. | goo4g 
9,45-11,45 ,, | neutral 10,07 39,8° C. | pro Kilo 
5. | 2270 |11,45- 1,45 p.m. es 10,52 40,1° C 
1,45— 3,45 ,, | sauer 11,42 40,8° C 
3,45- 5,45 ,, Bs 9,88 39,6° C 
7,45- 9,45 a.m. | alkalisch 7,68 39,5°C (0,025 Ps 
9,45-11,45 ,, | neutral 8,19 40,3° C. | pro Kilo 
6. | 2145 |11,45- 1,45 p.m.| sauer 9,10 39,8° C 
1,45- 3,45 ,, “a 8,53 39,4° C 
3,45- 5,45 ,, He 7,79 39,5° C 
7,45- 9,45 a.m. | alkaliseh 9,59 39,2°C e te 
045-1145. lnenteal | Mote |eanmeon) 
7, | 2275+ | 11,45-— 1,45 pan. ~ 11,57 41,0° C 
1,45- 3,45 ,, |sauer 10,80 39,8° C 
3,45- 5,45 ,, = 9,53 39,6° C 
7,45- 9,45 a.m,|alkalisch| 10,52 39,3°C. | 0,035 g 
9,45-11,45 ,, | neutral 10,80 42,2°C. | pro Kilo 
8. 2205 | 11,45- 1,45 p.m.| sauer 11,75 ADL @ 
1,45= 3345 ,, i 11,91 40,9° C 
3,45—- 545°, a 11,10 41,0° C 
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TABELLE Ib. 
Versuch mit Olivendol. 
Ver- Korper- ; , Basiion Kreatinin-| Korper- 
such- | gewicht| Zeitabschnitt d. Harns| ™menge tempe- | Bemerkungen 
Nr. (g) (mg) ratur 
7,45~ 9,45 a.m.|alkalisch} 10,80 | 38,8°C. eee 
9,45-11,45 ,, s 10,80 38,8°C. |*pro Kilo 
1. | 2840 |11,45-1,45p.m.|__,,. 10,90 39,0° C. 
1,45- 3,45 ,, ” 10,80 39,0° C. 
3,45— 5,45 -,, | neutral 11,10 39,1° C. 
7,45— 9,45 a.m. | neutral 10,13 40,1° C. Vee ” 
9,45-11,45_ ,, 55 10,00, | 400°C). 
>. | 2130 |11,45-1,45pm.| __,, 10,13 | 39,8°C. 
148=3 5. R 10,13 39,8° C. 
3,45- 5,45. ,, i 10,13 39,8° C. 
7,45- 9,45 a.m. | sauer 8,44 39,2° C. Dee ” 
9,45-11,45 _,, 36 — SOE CHA anh 
3. | 2335 |11,45-145pm.|__,, 8,55 | 39,3°C. 
145-345. Z 8,44 39,3° C. 
3,45- 5,45 ,, 8,36 39,2° C. 
7,45— 9,45 a.m. | neutral 8,53 39,4°0. |.» ” 
9,45-11,45_,, is 8,53 SG goes 
4. 9330 | 11,45- 1,45 p.m.| sauer 8,67 39,6° C. 
1,45- 3,45 ,, ” 8,71 39,6° C. 
3,45- 5,45 ,, D 8,62 SOIC: 
7,45- 9,45 a.m.|alkalisch| 10,00 39,0° C. ” ” 
9,45-11,45 ,, [neutral | 10,07 | 39,2°C. “3% 
5. | 2365 |11,45- 1,45 p.m.| sauer 10,00 | 39,2°C. 
1,45- 3,45 _,, : ~ — 
3,45— 5,45 ,, ” = = 
7,45- 9,45 a.m. | Sauer 10,66 39,1°C ae? ” 
9,45-11,45 *,, % TROOT Wout Cn ll) ye! 
6. 2600 |11,45- 1,45 p.m. s 10,80 39,2° C 


1,45- 3,45 ,, 
3,45— 5,45 ,, 
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2. Versuche mit Tetrahydro-b-naphthylamin und 
Cholsaure. 


Bei diesen Versuchen wurde zuerst 0,03 g¢ Na-cholat pro kg 
Korpergewicht dem Kaninchen als 1%ige Losung subkutan ver- 
abreicht, und nach Ablauf von 1 Stunde 0,01-0,024 ¢ Tetrahydro- 
fb-naphthylamin pro kg Korpergewicht subkutan gegeben. Aus 
der Tabelle Ic ist ersichtlich, dass das bekanntlich sympathisch 
zentral wirkende Tetrahydro-$-naphthylamin infolge des gestei- 
gerten sympathischen Muskeltonus eine vermehrte Kreatininaus- 
scheidung und eine Steigerung der Korpertemperatur herbeifthrt, 
die beiden durch die gleichzeitige Zufuhr von Cholsdure fast vollig 
ausgeglichen werden. 


TABELLE Ie. 
Versuch mit Cholsiure und Tetrahydro-8-naphtylamin. 


Ver- | Korper- Pealkiiau Kreatinin-| Korper- 
such- | gewicht) Zeitabschnitt d. Harns| menge tempe- | Bemerkungen 
Nr. (g) ‘ (mg) ratur 
; Cholsiure 
7,45— 9,45 a.m. | alkalisch 10,00 38,8° C. 0,03 g 
< , 
9,45-11,45 ,, | neutral 9,76 38,8°C. | pro Kilo 
e Naphthylamin 
1. 2553 | 11,45— 1,45 p.m, 4 9,76 38,8° C. 0,01 g 
1,45— 3,45',, | sauer 9,64 38,6°C. | pro Kilo 
3,45-— 5,45 .,, Hi 9,88 38,9° C. 


7,45- 9,45 a.m.|alkalisch| 9,88 38,9°C. | Naphthylamin 


9;45-11,45 ,, 7: 9,88 39,0° C. |*0,015 g 
2 e709” 1114S 1,45 pin neutral |= 4043 | poetic 
1,45- 3,45 ,, | sauer 10,13 39,4° C. 
3,45- 5,45 ,, = 10,13 39,3° C. 
7,45- 9,45 a.m. | alkaliseh 8,10 24°C.t) 
9,45-11,45 ,, 5 8,27 39,0° C. 
3 2450 |11,45- 1,45 p.m.| neutral 8,27 39,0° C. 
Lyles Bly ll cpaynvaie 8,36 39,2° C. 


3,45- 5,40 ,, ” 8,27 39,3° C. 
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7,45- 9,45 a.m. | alkalisch 8,95 39,6° C. Naphthylamin 
9,45-11,45 ,, | neutral 9,10 39,5° C. |*0,02 g 

4. | 2985 |11,45-1,45pm.| __,, $05) | igen) ETO Malo 
1,45- 3,45 ,, a 9,05 40,1° C. 
3,45- 5,45 ,, s 9,00 | 40,1°C. 
7,45- 9,45 a.m. | alkalisch 6,84 38,5° C, ae ‘ 
9,45-11,45_,, 5) 6,86 38,9° C. 

5. | 2475 |11,45- 1,45 p.m. ‘ 6,92 38,9° C. 
1,45— 3,45 ,, | neutral 6,92 39,2° G. 
3,45- 5,45 ,, F 6,86 39,2° C. 
7,45— 9,45 a.m. | sauer 8,76 38,5° C. Naphthylamin 
9,45-11,45_,, A 8,71 38,4°C. |*0,024 g 

6. | 2285 |11,45-1,45p.m.| __,, 9,16 39,0° C. 
1,45- 3,45 5, i 9,00 39,1° C. 
246 O45 5 ie |, 9,10 39,3° C. 


3. Versuche mit Koffein, 


In diesem Fall wurden 0,1-0,2 g von Koffein-Natriumbenzoat 
als 1%ige Natriumsalzlosung subkutan gegeben. Wie aus der 
Tabelle IIa ersichtlich ist, vermehrt das sympathisch-zentral 
wirkende Koffein die Kreatininausscheidung um 6,5-27,3%, wie 
auch schon von Riesser festgestellt wurde. 


4. Versuche mit Koffein und Cholséure. 


In den nachsten Stunden nach der subkutanen Zufuhr von 
0,03 ¢ Cholsdéure als 1%iger Natriumsalzloésung pro kg Korper- 
gewicht wurde 0,1 ¢ Koffein als 1%ige Loésung subkutan gegeben. 
Wie in der Tabelle IIb gezeigt wird, gleicht die Cholsdure die 
Wirkung des Koffeins auf die Kreatininauscheidung aus. Durch 
gleichzeitige Zufuhr von Cholsaéure konnte ich keine gesteigerte 
Vermehrung der Kreatininausscheidung durch Koffein erzielen. 
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TAPELLE Ila. 


Versuch mit Koffein. 


oe ee Zeitabschnitt ee one Bemerkungen 
Nr. (g) ¥ (mg) 
7,45- 9,45 a.m. | alkalisch 12,37 treo 
9,45-11,45 ,, neutral 12,46 pro Kilo 
a: 2700 11,45= 1,45 p.m. i 12,86 
1,45- 3,45 ,, | alkalisch 13,17 
8,45-— 5,45 ,, neutral 12,46 
7,45- 9,45 a.m. | alkalisch 10,39 | og x 
9,45-11,45_,, ‘ 11,10 pro Kilo 
2. 1960 11,45- 1,45 p.m. | neutral 12,18 
1,45— 3,45 ,, sauer 11,57 
3,45- 5,45 ,, a 12,09 
7,45- 9,45 a.m, | alkalisch T71 Lolz ” 
9,45-11,45 ,, ie 7,94 pro Kilo 
3. 2255 11,45- 1,45 p.m. a 8,90 
1,45~ 3.45 ,, . 8,71 
3,45— 5,45. ,, ES 9,00 
7,45- 9,45 a.m. | alkalisch 11,57 022 ca 
9,45-11,45_ ,, neutral 11,91 pro Kilo 
4, 2550 11,45- 1,45 p.m. | sauer 12,46 
145 S45: a 14,09 
3,45- 5,45 ,, FS 14,73 
7,45- 9,45 a.m. | alkalisch S71 20,2 8 2 
9,45-11,45 ,, bs 9,21 pro Kilo 
5. 2205 11,45- 1,45 p.m. | neutral 10,13 
1,45- 3/45 ,, x 9,31 . 
3,45- 5,45 ,, % 8,90 . 
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TABELLE IIb. 
Versuch mit Cholsaéure und Koffein. 
Ver- Korper- ; Kreatinin- 
such- gewicht Zeitabschnitt nes menge Bemerkungen 
Nr. (g) ‘ (mg) 
Cholsii 
7,45-— 9,45 a.m. | alkalisch 10,80 0,08 aye 
9,45-11,45 ,, | neutral 10,95 a ee 
1. 9815 | 11,45- 1,45 p.m. : 6 SG «<3 
1,45- 3,45 ,, % 11,03 pro Kilo 
3,45- 5,45. ,, ‘ 11,03 
7,45- 9,45 a.m. | neutral 6,69 ess »” 
9,45-11,45 ,, © 6,75 eee” 
2. 1800 11,45- 1,45 p.m. AA 6,78 
1,45— 3,45 ,, gauer 6,75 
3,45- 5,45 ,, % 6,69 
7,45- 9,45 a.m. | sauer 8,53 o ” 
< 
9,45-11,45 ,, . 8,62 n 
3 2615 11,45— 1,45 p.m. oa fill 
1,45— 3,45 ” ” 8,90 
3,45- 5,45. ,, — — 
7,45- 9,45 a.m. | sauer 10,00 ee ” 
9,45-11,45_,, : 9,76 ae a 
4. 2465 11,45- 1,45 p.m. a 9,53 
1,45- 38,45. ,, \ 9,64 
3,45- 5,45 ,, = =o 
7,45— 9,45 a.m. | alkalisch 10,66 o3 ”» 
ea 
9,45-11,45 ,, neutral 10,39 rh a 
5. 2250 11,45- 1,45 p.m. 5 10,52 
1,45- 3,45. ,, . 10,52 
3,45-— 5,45 ,, Ep 10,46 
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Die durch Adrenalin erzeugte Kreatininvermehrung im Harn 
wurde durch gleichzeitige Zufuhr von Cholsdure herabgesetzt, wie 
ich schon in meinen vorigen Mitteilungen berichtet habe. Zwischen 
den Sympathikusgiften Tetrahydro-f-naphthylamin oder Koffein 
und Adrenalin besteht der charakteristische Unterschied, dass 
erstere im allgemeinen zentral, letzteres fast stets peripher angreift, 
obwohl ihre Wirkungen je nach dem Mengenverhiltnis verschieden 
sind. Auf Grund der Daten kommt man nun zu dem Schlusse, dass 
die Wirkung der Cholsaure nicht nur die Wirkung des sympathisch 
mehr peripher angreifenden Adrenalins, sondern auch die Wirkung 
des sympathisch mehr zentral angreifenden Tetrahydro-f-naphthy- 
lamins oder Koffeins herabsetzt. 


5. Versuche mit Pilocarpin. 


Hierbei wurden 1-1,5mg Pilocarpinhydrochlorid pro kg 
Korpergewicht als 0,1%ige Losung subkutan verabreicht. Pailo- 
cearpin setzt nach Kure und seinen Schiilern die Kreatininaus- 
scheidung herab, indem es auf den Parasympathikus erregend 
und kompensatorisch auf den Splanchnikus lahmend wirkt. Wider 
mein Erwarten wirkte Pilocarpin in meinem Versuche, wie aus der 
Tabelle IIIa zu ersehen ist, auf die Kreatininausscheidung nicht 
nur nicht herabsetzend, sondern in den meisten Fallen sogar ver- 
mehrend, und zwar betragt die Vermehrung etwa 5,9-11,1%. 


6. Versuche mit Pilocarpin und Cholsdure. 


Eine Stunde nach der subkutanen Zufuhr von 0,03 g Cholsaure 
pro kg Korpergewicht als 1%ige Natriumsalzlosung wurden 
1-1,5 mg Pilocarpin pro kg Korpergewicht als 0,1%ige Loésung 
subkutan gegeben. Wie in der Tabelle IIIb angegeben ist, kommt 
weder die Wirkung des Pilocarpins noch die der Cholsdure bei 
gleichzeitiger Zufuhr beider Substanzen zum Vorschein. Zur Er- 
klarung dieser Resultate miissen noch weitere Versuche angestellt 
werden. 
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TABELLE IIIa. 


Versuch mit Pilocarpin. 


such cee Zeitabschnitt Paes ‘aay eat Bemerkungen 
e (g) (mg) 
7,15- 9,15 a.m, | alkalisch 7,36 iL oe 
QAS-11,15. sauer 7,94 pro Kilo 
1. 2050 | 11,15- 1,15 p.m. . 7,79 
Lis FAS, . 7,36 
SIE 5 Y. 7,35 
7,15- 9,15 a.m. |alkalisch 8,19 che 
Oyto=T 15, neutral 9,00 pro Kilo 
2. 2160 11,15- 1,15 p.m. | sauer 8.44 
Weiss 15, ee is 8,53 
Sfien tne “A 8,27 
7,15- 9,15 a.m, | alkalisch 8,10 Pests rs 
9,15-11,15 ,, sauer 8,76 pro Kilo 
3. 2280 11,15-_1,15 p.m. ” 9,00 
1,15=3,15 ,, = 8,53 
Sens. 8,53 
7,15- 9,15 a.m, | alkalisch 9,58 eee a 
9,15-11,15 ,, ie 10,13 (ate, 
4, 2455 | 11,15- 1,15 p.m. ‘ 10,38 
ins tol. se 9,64 
3,15- 5,15 ,, . 9,82 
7,15- 9,15 a.m. |sauer toon: pt vecoem 
9151115: = Z Teese me 
5. 2660 | 11,15- 1,15 p.m. ey 10,13 
(RiGee ene a 10,38 
Oe Goan i 10,32 
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TABELLE IIIb. 


Versuch mit Cholsiure und Pilocarpin. 


Ver- Korper- : Kreatinin- 
such- gewicht Zeitabschnitt res Sey menge Bemerkungen 
Nr (g) ‘ (mg) 
Cholsaure 
7,15— 9,15 a.m. | sauer 9,53 0308 em 
9,15-11,15 _,, ys 9,53 pro Kilo. 
- ; Piloearpin , 
ue 2275 11,15- 1,15 p.m. x oT 1,0 mg 
. 1,15— 3,15 ,, 55 9,53 pro Kilo 
3,15- 5,15 ,, = = 
7,15- 9,15 a.m. | sauer 9,67 oe, al 
; << 
9,15-11,15 ,, es 9,64 a a 
2. 2000 11,15-— 1,15 p.m. tb 9,42 
J Sia) ap a —_ 
3,15— 5,15> 5, —= — 
7,15— 9,15 a.m. | sauer 8,27 _Pilocarpin 
9,15-11,15 ” ” 8,23 1,2 ees. 
2 2930 «=| 11,15- 1,15 p.m. if SIO eee 
1,15— 3,15 ” ” 8,19 
3,15— 5,15 ” ” 8,19 
7,15— 9,15 a.m. | alkalisch 7,14 soba d X, 
ce 
'9,15-11,15 ,, sauer 7,05 se (i 
4, 2200 11,15— 1,15 p.m. 1 alee 
115= 3,15. ,, ” 7,14 
3,L5— 5,15 4, nn Tabi 
7,15- 9,15 a.m. | neutral 8,71 _Pilocarpin 
OD 1D ” sauer 8,58 1,5 ey 
5. 2350 | 11,15- 1,15 p.m. sy gen) (CPR 
L5= Bio, 5 a 8,80 
Dpld—nop lp leey m5 8,80 
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7. Versuche nit Atropin. 


Bei diesem Versuche wurden 0,4-1,0mg Atropin als 1%ige 
Sulfatlosung pro kg Korpergewicht subkutan gegeben. Das Atropin 
vermehrt, wie in der Tabelle [Va gezeigt wird, die Kreatininaus- 
scheidung um 5,4-11,2%. Das Atropin bewirkt eine Herabsetzung 
des parasympathischen Muskeltonus, deren Folge kompensatorisch 
die Erregung des sympathischen Muskeltonus ist, und fithrt zu 
einer vermehrten Kreatininausscheidung, wie schon von Araki 
angenommen wurde. 


8. Versuche mit Atropin und Cholsaure. 


Eine Stunde nach der subkutanen Zufuhr von Cholséure, von 
der 0,03 g als 1%ige Natriumsalzlésung gegeben wurden, habe ich 
0,4-0,5 mg Atropin pro kg Korpergewicht als 0,1%ige Sulfatlosung 
subkutan injiziert. Tabelle IVb zeigt, dass die Kreatininver- 
mehrung im Harn durch Atropin bei gleichzeitiger Zufuhr von 
Cholséure ausgeglichen wird. 


9. Versuche mit Chlorkalzwum. 

Hier habe ich 0,07—2,0 g Chlorkalzium pro kg Korpergewicht 
in 5%iger Losung subkutan gegeben. Das Kalziumion vermittelt 
nach Kraus und Zondek eine sympathische Reizung. Tabelle Va 
zeigt, dass die Injektion von Chlorkalzium eme um 13.1—35,0% 
vermehrte Kreatininausscheidung im Harn zur Folge hat. Dieses 
Sympathikusegift scheint auch den sympathischen Muskeltonus zu 
steigern. 


10. Versuche mit Chlorkalzium und Cholsdure. 


2 Stunden nach der subkutanen Zufuhr von Cholsdure, von 
der 0,03 g pro kg Korpergewicht als 1%ige Natriumsalzlosung ver- 
abreicht wurden, habe ich 0,08-0,15 g¢ Kalziumchlorid pro kg Korper 
gewicht in 5%iger Lésung subkutan gegeben. Die Chlorkalcium- 
wirkung auf die Kreatininausscheidung wird durch gleichzeitige 
Zufuhr von Cholsdure aufgehoben, wie aus der Tabelle Vb ersicht- 
lich ist. 
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TABELLE IVa. 


Versuch mit Atropin. 


con SSeS Zeitabsehnitt Hoe ete Bemerkungen 
Nr. (g) ‘ (mg) 
7,05- 9,05a.m. |alkalisch | 11,10 ruins 
; F , <0,4 mg 
9,05-11,05_,, sauer 11,41 pro Kilo 
ie 2540 11,05-1,05 p.m. - 11,91 
1,05- 3,05 ;, e 11,91 
3,05- 5,05 ,, s 11,57 
7,05- 9,05 a.m, | alkalisch BATA WV 1, bent atss 
9,05-11,05 ,, sauer 12,37 
2. 2240 11,05-1,05 p.m. iN 11,91 
1,05- 3,05 ,, re 11,57 
3,05- 5,05 ,, = 11,91 
7,05- 9,05a.m, | alkalisch 11,49 Seerue 
OMa aL, sauer 11,57 pro Kilo 
a 2800 11,05-1,05 p.m. ei 12,46 
1,05- 3,05 ,, n 12,56 
3,05- 5,05 ,, As 12,46 
7,05— 9,05 a.m. | alkalisch 11510 ” ” 
9,05-11,05 ,, | sauer 12,09 | 
4, 2470 11,05-1,05 p.m. % 11,74 
1,05- 3,05 ,, z 11,25 
3,05- 5,05 ,, ’ 11,42 
7,05- 9,05am. |alkalisch | 11,74 enone 
9,05-11,05 ,, neutral 12,09 pro Kilo 
5. 2660 11,05-1,05 p.m. | sauer 12,46 
1,05- 3,05 ,, = 13,06 
3,05- 5,05 ,, u 12,00 
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TABELLE IVb. 


Versuch mit Cholsiure und Atropin. 
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such ada Zeitabschnitt oe ees Bemerkungen 
bs (g) (mg) 

7,05- 9,05 a.m. |alkalisch | 1013 |oos n° 

9,05-11,05 ,, 5 9,88 pro Kilo 
i 2305 | 11,05-1,05 p.m. . 9,76 Se 

1,05— 3,05 ,, | sauer 10,13 pro Kilo 

3,05- 5,05 ,, * 10,19 

7,05— 9,05 a.m. | sauer 8,95 ea Ros ” 

905-11,05  ,, % 9,00 ae 
2. 2315 11,05-1,05 p.m. Fe 9,10 

1,05— 3,05 ,, 3 9,21 

3,05-— 5,05 ,, # 9,21 

7,05- 9,05 a.m. | alkalisch 754 |. Atropin. 

9,05-11,05_,, 9 7,43 0,5 mg 
3. 9175 | 11,05<1,05 p.m. | sauer 7,36 Bro Re 

1,05= 3,05 ,, 3 7,23 

3,05- 5,05 ,, if 7,43 

7,05— 9,05 a.m. | neutral 8,44 eA uss » 

9,05-11,05 ,, 8,53 eee 
4, 2355 11,05-1,05 p.m. | sauer 8,53 

1,05- 3,05 ,, y 8,44 

3,05- 5,05 ,, . 8,53 

7,05- 9,05 a.m, | neutral 9,05 oe us 

9,05-11,05 ,, * 9,00 m8 
5s 2250 11,05-1,05 p.m. sauer 9,00 

1,05— 3,05 ,, # 8,95 

3,05- 5,05 ,, ¥ 9,00 
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TABELLE Va. 


Versuch mit Chlorealcium. 


Ver- Korper- ; Kreatinin- 
such- gewicht Zeitabsehnitt noe HOE menge Bemerkungen 
. Harns 
Nr. (g) (mg) 
7,40- 9,40 a.m. | alkalisch 8,58 Dr ae 
Ul & 
9,40-11,40 ,, or 8,80 pro Kilo 
A 2315 11,40- 1,40 p.m. ” 9,70 
1,40- 3,40 ,, neutral 9,53 
3,40- 5,40 ,, ae 9,37 
7,40— 9,40 a.m, | alkalisch 9,31 en er, 
<0,08 g 
9,40-11,40 ,, 4 10,66 - 
pro Kilo 
2. 2370 11,40-— 1,40 p.m. - 9,88 
1,40- 3,40 ,, a 9,64 
3,40— 5,40 ,, sauer 9,53 
7,40— 9,40 a.m. | alkalisch 11,74 ” ”» 
“0,1 g 
9,40-11,40 ,, a 12,66 : 
pro Kilo 
3 2810 11,40- 1,40 p.m. a 13,50 
1,40-— 3,40 ,, 3 12,86 
3,40— 5,40 ,, sauer 13,50 
7,40— 9,40 a.m. | alkalisch LO45 > ” ” 
9,40-11,40 i200 «| ae 
a a aa we a : pro Kilo 
4. 2660 11,40- 1,40 p.m. of Lael ey/ 
1,40- 3,40 ,, neutral 11,57 
3,40- 5,40 ,, sauer 10,95 
540— 9,40 a.m. | alkalisch 8,02 ” ” 
he ie as goa [O15 8. 
9,40-11,40  ,, “t : pro Kilo 
Bi 2250 11,40- 1,40 p.m. ” 9,31 
1,40- 3,40 ,; a3 9,10 
3,40-— 5,40 ,, sauer 8,71 
7,40— 9,40 a.m. | sauer 10,00 ” ” 
40-11,40 a 
9,40-11, 2 neutral 13550 . pro Kilo 
6. 2260 11,40- 1,40 p.m. A; 12,46 
1,40- 3,40 ,; — — 
3,40- 5,40 ,, ~ = 
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TABELLE Vb. 


Versuch mit Cholsdure und Chlorealcium. 


Ver- | Korper- Reaktion | Kteatmun- 
such- gewicht Zeitabschnitt da) Warud menge Bemerkungen 
Nr. (g) (ng) 
7,40— 9,40 a.m. | neutral 11,74 ae ae 
9,40-11,40 ,, | alkalisch 11,66 pro Kilo 
i 2845 11,40- 1,40 p.m. és 11,57 Chlorealeium 
140-840 * 11,74 0,08 g 
3,40- 5,40 ,, _ 11,74 preRe 
7,40- 9,40 a.m. | alkalisch 9,76 ” 9 
94020" i 9,76 Ries 
oe 2350 11,40-— 1,40 p.m. = 9,76 pro Kilo 
1,40—53;40 _,, 5 9,64 
3,40- 5,40 ,, % 9,76 
7,40— 9,40 a.m. | neutral 10,66 eet toceaic ae 
9,40-11,40 ,, | alkalisch 10,39 1g 
Si. 2350 11,40-— 1,40 p.m. > 10,25 pro Kilo 
1,40— 3,40: _,, . 10,39 
3,40- 5,40 ,, hs 10,52 
7,40— 9,40 a.m. | alkalisch 8,10 Cu lopeateiam 
9,40-11,40 ,, ~ 8,27 0,12 ¢ 
4. | 2960 | 11,40- 1,40p.m. 2 8,44 pro Kilo 
1,40- 3,40 ,, 4 8,27 
3,40- 5,40 ,, :, 8,10 
7,40— 9,40 a.m. | neutral 8,95 coed 
| — 9,40-11,40 ,, | alkalisch 9,10 pro Kilo 
2. 2245 11,40- 1,40 p.m. os 9,31 Chlorealcium 
1,40- 3,40 ,, 5: 9,37 wae Kilo 
3:40— 540, 55 9,21 
7,40— 9,40 a.m. | sauer 9,10 een eralaiian 
9,40-11,40 ,, | alkalisch 9,53 0,15 g 
6. 2460 11,40- 1,40 p.m. - 9,53 pro Kilo 
| 1,40- 3,40 ,, FY 9,42 
3,40- 5,40 ,, 2 9,00 


254. A. Taku. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Die Wirkung des Tetrahydro-f-naphthylamins, Koffeins, 
Pilocarpins, Atropins und des Chlorkalciums auf die Kreatininaus- 
scheidung wurde beim Kaninchen untersucht. Alle diese vegeta- 
tiven Nervengifte, mit Ausnahme des Pilocarpins, vermehren die 
Kreatininausscheidung. 

2. Der Zusammenhang zwischen den Wirkungen obiger 
vegetativer Nervengifte und der Wirkung der Cholsiure wurde 
verfolet. Die Wirkungen der untersuchten vegetativen Nerven- 
bzw. sympathischen Gifte wurden alle durch die gleichzeitige 
Zufuhr von Cholsdure aufgehoben. 

3. Auf Grund dieser Daten kann man unter Berticksichtigung 
der Resultate meiner vorliufigen Mitteilungen wohl mit Recht 
behaupten, dass die Wirkung der Cholsdure mit dem vegetativen 
bzw. sympathischen Nervensystem dusserst eng verkniipft ist, und 
dass sie nicht als eine periphere, sondern vielmehr als eine zentrale 
Wirkung zu betrachten ist. 
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SUR LA PURIFICATION DE LA TOXINE 
DIPHTERIQUE. 


Bay, 


SEIICHI OHYAMA, 


(Laboratoire de Biochimie & VInstitut pour les maladies infectieuses. 
Université de Tokyo. Directeur: Prof. T. Kohmoto.) 


(Reeu pour la publication, le 4 décembre 1930) 


La grande toxicité de la toxine diphtérique et la propriété 
qu’elle posséde de ne pas dialyser laissent supposer que cette sub- 
stance a une grande énergie de surface. Les différents ferments 
qui se trouvent dans la nature ont, d’autre part, des ressemblances 
frappantes avec la toxine dans leurs propriétés et leurs modes 
d’action. 

Lorsqu’on songe a purifier une toxine, les méthodes employées 
pour la purification des ferments s’imposent d’elles-mémes a notre 
mémoire. 

De 1919 4 1925, Richard Willstatter a fait paraitre une 
série de travaux qui ont inauguré une ére nouvelle pour la méthode 
de purification des ferments. 

Cette méthode d’adsorption et d’élution comme l’appelle 
l’auteur ne manqua pas d’attirer l’attention d’un certain nombre 
de bactériologistes et de bio-chimistes désireux de l’appliquer a la 
purification des toxines et la méthode, surtout celle qui utilise 
l’hydroxyde d’alumine et le kaolin, fut étudiée par quelques-uns 
d’entre eux sous ce rapport. Malheureusement ce procédé entrai- 
nait des pertes considérables de toxine et son étude fut bientot 
abandonnée, Cependant le probléme de la purification de la toxine 
diphtérique avait déja été envisagé d’un tout autre point de vue 
par L. Brieger dés 1896. 

Ce savant, connu par de longs travaux sur les ‘‘biogenen 
Aminen’’, fut le premier 4 employer le ZnCly pour précipiter la 
toxine de dedans la toxine brute. | 
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Apres diverses autres manipulations il-arriva a étre en posses- 
sion d’une toxine ayant, selon lui, aucune des réactions d’albumoses 
et de peptones. 

Un examen attentif des procédés employés par Brieger laisse 
pourtant des doutes quant a l’exactitude des faits avancés. Ila dt 
certainement réussir a débarrasser la toxine mére d’une bonne partie 
des albumoses et peptones qu’elle contienent comme impuretés ; mais 
l’obtention d’une forte toxine sans trace d’albumoses est douteuse 
et Brieger aurait tout au plus réssi a avoir une forte toxine avec 
une réaction du biuret faible. 

En 1928, Hosoya, partant de la méthode de Brieger, a 
améloré la méthode de purification des toxines, et a obtenu une 
puissante toxine sans réaction du biuret. 

L’emploi du ZnCly dans ces méthodes, n’a pas été jusqu’ici 
explqué, le mécanisme de la purification non plus. Vu 1’in- 
suffisance des données, on pouvait étre amené a perdre une bonne 
partie de la toxine en train d’étre traitée et méme a voir subitement 
la toxicité d’une toxine devenir nulle sans pouvoir en saisir la 
raison. Le mécanisme de la purification devait done étre abordé 
pour mettre au point les divers procédés employés. En pensant 
aux ecaractéres chimio-physiques de la toxine, il m’a semblé plus 
rationnel de supposer que dans le procédé de précipitation de la 
toxine par le ZnCl, celui-ci, au lieu de se combiner directement 
avec la toxine, devait réagir avec d’autres substances formant un 
corps doué d’une grande activité superficielle et pouvant fixer la 
toxine. 

Ce serait le mécanisme de l’adsorption tel que Willstatter 
l’avait proposé pour la purification des ferments. 

Il fallait néanmoins: premiérement constater que des corps 
d’une grande affinité pour le ZnCle, tels que les phosphates ou 
l’ammoniaque, se trouvaient dans la toxine brute et, en second lieu, 
prouver que la substance résultant de la combinaison de ces corps 
pouvait adsorber la toxine d’une maniére sélective. 

La toxine brute contient toujours des phosphates; la toxine, 
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aprés 6 heures de dégraissage par l’éther, a une teneur de 18,9— 
26,7 mg P pour 100 ce. 

L’ammoniaque, elle aussi, est un des composants de la toxine 
brute; sa teneur en NHs3 est de 7.0-8,5 ee. n. NH pour 100 ee. 

On arrive d’autre part a déphosphater une toxine brute sans 
presque changer sa toxicité, en la traitant par du NH,Cl, NHs, 
Acetate de Mg; les phosphates sont alors éliminés comme POs-NH3- 
Meg. Une toxine déphosphatée par ce procédé et dialysée ne 
précipite plus par adjonction de ZnCly; mais, si on ajoute en outre 
de l’ammoniaque ou bien des phosphates, un précipité volumineux 
se forme, qui adsorbe la toxine de préférence aux corps avee réac- 
tion du biuret, seulement si le ph du milieu est bien choisi. 

par exemple: 

Toxine brute 100 ec. +n. NH,Cl 10 ee. + n. NH3 6.0 ce. + 10% 
Acetate de Mg. 10 ce. Aprés avoir bien agité le tout, on le laisse 
pendant 30 minutes, tout en ayant soin de la mélanger de temps 
a autre, aprés quoi on filtre et l’on ajoute au filtrat qui contient 
la toxine une peu d’acide acétique (environ 2 ee. d’acide acétique 
a 10%) pour obtenir une réaction faiblement alcaline; puis on 
dialyse pendant (24-48 heures). 

Ainsi déphosphatée et dialysée, la toxine ne perd pas en 
toxicité. On ajoute a cette toxine 10 cc. de ZnCls a 20%: aucun 
precipité ne se forme; mais, si on ajoute en plus 10 cc. de m/10 
phosphate (ph 7,0), ou 4ece. n. NH3, un précipité se forme, qui 
contient la presque totalité de la substance toxique. 

Le liquide surnageant, dont le ph est respectivement celui du 
premier 6,1, celui du second 6,4, n’est pas toxique et la réaction du 
biuret est fortement positive. 

Des expériences précédentes nous pouvons déduire que si dans 
une toxine déphosphatée et dialysée la naissance d’une combinaison 
chimique telle que Zn(OH)» ou phosphate de Zine se produit, celle-ci 
adsorbera la toxine, lorsque le ph du milieu sera de 6,0-6,5 mieux 
que les corps avec réaction de biuret. 

Nous pouvons maintenant saisir le vrai sens de l’adjonction de 
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ZnCly dans les méthodes de purification décrites jusqu’ici: e’était 
pour obtenir du phosphate de Zine ou du Zn(OH)»s doué d’une 
action adsorbante sélective sur la toxine. 

Si la réaction utilsée pour séparer la toxine devait étre com- 
prise non comme une réaction entre deux substances se combinant 
directement pour former un sel spécial, mais comme une réaction 
d’adsorption par le Zn(OH)s» ou le phosphate de Zine,-il était dés 
lors a présumer que d’autres métaux encore pouvaient servir de 
méme ,,d’adsorbens‘‘ envers la toxine. 

L’analogie a été en effet constatée existante parmi d’autres 
métaux. 

Parmi les phosphates: les phosphates de Ca, Sr, Ba(ph 6,9-6,0). 

Parmi les hydroxydes: V’hydroxyde d’étain Sn(OH)». (ph 6,4— 
5,8) sont de bons adsorbants de toxine. 


M£&THODE D’ADSORPTION PAR LES PHOSPHATES DE Ca, Sr, Ba. 


par exemple: 

Premiére partie. A 100 cc. de toxine brute (ph 8,7 toxicité: 
m.l.d. 0.005) on ajoute 10 ce. m/2 CaCl» [ou de BaCle, CrCle] et 
20 ce. de m/10 phosphate (ph 6,8). Le tout bien mélangé est mis 
pendant 45 min.— 1h. a 37°C, en ayant soin de mélanger le contenu 
pendant ce laps de temps 3 ou 4 fois. Aprés centrifugation, le 
liquide surnageant est décanté, son ph est de 6,9, il est trés peu 
toxique. Le précipité une fois lavé avee de ]’eau est d’une grande 
toxicité. Traité avec 20c¢e. d’oxalate d’ammonium(m/4) il se 
décompose en formant un précipité d’oxalate de calcium. Aprés 
centrifugation, le liquide surnageant qui contient la presque totalité 
de la substance toxique est décanté; celui-ci a une réaction du 
biuret positive bien que trés affaibli par rapport a la toxine mére. 

Seconde partie. 

Pour déphosphater la toxine, on ajoute m/5 MnCl. 20 ec., m/4 
oxalate NH, 20 ec., et n. NH3 2.6-3.0 ee. 

Les phosphates sous forme de POs-NH3—Mn sont précipités et 
éliminés par centrifugation. Au liquide clair surnageant on ajoute 
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m/d MnCl,°5,0 ce. et en mélangeant on ajoute du NH,S inecolore 
fraichement préparé, jusqu’a élimination de Mn sons forme de 
MnS. 

Aprés centrifugation, on décante le liquide surnageant et on 
ajoute un peu d’acide acétique jusqu’a réaction faiblement alcaline, 
et on dialyse 18-24h. a l’eau courante. On obtient ainsi 110 ee. 


d’une toxine claire légérement jaunatre dont la toxicité est de m.].d. 
0,007. 


M&THODE D’ADSORPTION PAR L’HYDROXYDE D’ATAIN. 


Par exemple. 

A 100 ce. de la toxine brute (ph 8,7 mld. 0.005) on ajoute 
n. NH,Cl 10 ce. une quantité déterminée m d’ammoniaque et 0.9 g. 
de chlorure d’étain en mélangeant rapidement avee un mélangeur 
en verre. 

Si la quantité d’ammoniaque ajoutée est graduellement baissée 
a partir de 5.4 ec., on voit la toxicité du liquide surnageant décroitre 
en méme temps que son ph. comme le montre le tableau N° 1. 

La toxicité du liquide surnageant devient presque nulle a 
partir de ph 6,6. 

Le précipité au contraire augmente en toxicité a mesure que 
le liquide surnageant en perd, pour atteindre son maximum au 
environ de ph 6,5. 

Pour 100 ce. de toxine brute et 10 ce. n. NH,Cl avee 3,5 ce. 
n.NHs, l’addition de 0.9 g. de SnCly produit un milieu ph. 6,3. Le 
précipité formé, lavé une fois avec de l’eau distillée, contient la 
majeure partie de la substance toxique. 

Seconde partie. 

Au précipité ainsi obtenu on ajoute 20 ce. de 5% d’oxalate 
NHg ou 10% de citrate NH, et quelques ec. d’un S.NH, incolore 
fraichement préparé pour éliminer le Sn sous forme de Sn.8. 

Le liquide surnageant, aprés centrifugation, contenant la 
presque totalité de la substance toxique est additionné d’un peu 
d’acide acétique jusqu’a obtention d’une réaction faiblement 
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alealine et mis dans un dialyseur pendant 18-24 h. 

On a, aprés la dialyse, un liquide clair légérement jaune; ¢’est 
une toxine purifiée dont la toxicité est de m.l.d. 0.004-0.003. 

Dans les méthodes d’adsorption décrites ci-dessus, la premiére 
partie des manipulations visait 4 adsorber plus ou moins sélective- 
ment la toxine; dans la seconde partie qui était une élution, j’ai 
adopté la méthode préconisée par Hosoya pour éliminer le Zinc, 
e’est a dire la production d’un sulphide métallique approprié en 
réaction alealine. 

Dans la méthode basée sur les phosphates, le sulphide de Mn, 
dans celle basée sur le Sn(OH)s, le sulphide d’étain ont été 
employés. Ces sulphides en réaction alealine n’adsorbent pas la 
toxine et éliminent le reste des corps avec réaction du biuret. En 
étudiant ainsi le mécanisme de la purification d’une toxine et en 
partant de la méthode de Brieger et de celle de Hosoya, j’al 
mis au point une purification de la toxine avee d’autres métaux. 
Quelle que soit la méthode employée, on obtient une toxine purifiée 
dont la toxicité n’est pas sensiblement amoindrie par rapport a la 
toxine mére, mais qui ne posséde aucune des réactions suivantes: 
celle de protéine, telle que: réaction du biuret, réaction xantho- 
protéique, réaction de Millon, réaction de Hopkin Cole’s, réaction 
du 8, réaction de Heller; celle de suere telle que: réaction de 
Molisch, réaction de Nylander, réaction de Seliwanof, 
réaction a l’orcine. | 

La toxine diphtérique étant une substance d’un grande 
toxicité, on ne pourrait conclure qu’une toxine purifiée ayant gardé 
sa toxicité, mais ayant perdu quelques réactions des protéines et 
des sucres, ne puisse pas étre constituée par ces derniers. II] serait 
intéressant par conséquent d’étudier quelle est l’action de ferments 
tel que la trypsine ou la takadiastase sur la toxine diphtérique. 


MATERIAUX DE L’ESSAT. 
1. Toxine diphtérique purifiée. 


La toxine diphtérique, produite par le bac. Park-Williams N° 8, 
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filtrée sur bougie Chamberland Ls, est purifiée par la méthode 
d’adsorption au Sn(OH)» décrite antérieurement ; elle a un volume 
total de 500 cc. environ; elle est légérement citrin. Sa toxicité pour 
le cobaye de 250¢ était de mJ.d.: 1/175~1/150 ec., aprés con- 
servation a la glaciére pendant un mois, elle a été trouvée étre de 
m.l.d.: 1/100~1/120 ce.. Les expériences qui seront décrites 
ultérieurement ont été faites avee cette toxine. (Pour assurer 
l’asepsie, on a ajouté a cette toxine du toluéne pure). 

Les préparations de ferment du commerce étant contaminées 
avec trop d’impuretés, des ferments purifiés comme suit ont été 
employés. 


2. Trypsine purrfiée. 

200 g. de paneréas de pore finement haché, a été traité avec 
1 litre d’acétone pur, puis séché dans le vide. On obtient une 
poudre blanche que 1l’on conserve dans une bouteille hermétique- 
ment fermée. Cette poudre est diluée dans de l’eau a raison de 
1% et filtrée sur papier. A 200 ce. de ce liquide, on ajoute 20 ce. 
de n. NH,4Cl, 12 ee. de n. NH3 et 1.8 ¢ de SnCl. tout en ayant soin 
de bien mélanger. Aprés avoir laissé le tout pendant 20 min. a la 
température ambiante, on centrifuge. Le liquide surnageant qui a 
un ph. de 6,5-63 est décanté, la trypsine est en grande partie 
adsorbée au précipité Sn(OH).. Au précipité lavé, on ajoute 40 ce. 
d’oxalate ou de citrate d’ammonium a 5% et en mélangeant vigou- 
reusement on ajoute du S.NH, incolore jusqu’a élimination com- 
plete de l’étain. 

Aprés centrifugation, on décante le liquide surnageant con- 
tenant une trypsine fort pure; on rectifie la réaction du liquide 
et on le dialyse pendant 18—24 h. 

On obtient ainsi 4 peu pres 100 ce. d’une trypsine incolore; 
lee. de ce liquide digére 5ce. d’une solution 4 1% de caséine, 
jusqu’a 75%, en 1 heure a 37°C, et lee. de ce méme liquide ne 
parvient pas a digérer complétement 2 cc. de 1% >. d’amidon en 1 
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heure a 37°C. e’est a dire ne contient qu’une trés faible quantité 
de diastase amylolytique. 


3. Takadvastase purifiée. 


A 200 ce. d’une solution a 1% de takadiastase de la maison 
Sankyo on ajoute 20 ce. de n. NH4Cl, 10 ce. de n. NH3 et SnCle 
18¢., le tout bien mélangé, le ph. du lquide surnageant est de 
ph. 5,5. la takadiastase est adsorbée par le précipité Sn(OH).2; 
apré centrifugation et décantage du liquide surnageant le précipité 
est lavé une fois avee de l’eau; puis, aprés addition d’oxalate ou 
de citrate d’ammonium, on ajoute du S.NHy, incolore jusqu’a 
élimination de Sn; on centrifuge et on décante le liquide sur- 
nageant contenant la plus grande partie de la diastase amylolytique. 
Le volume du liquide apres rectification de la réaction et dialyse 
pendant 18h.—24h. est de 100-120 ce. il est incolore ou légérement 
citrin. Un ee. de cette takadiastase purifiée diluée a 1: 5000 digére 
compléetement 2.0 ce. d’une solution d’amylum 4 1%. en 1 heure a 
37°C., par contre lec. de cette diastase non diluée ne digére que 
5% d’une solution de caséine & 1% en 1 heure a 37°C. C’est 
done une diastase amylolytique énergique contaminée seulement 
avec une trés faible quantité de protéase. 


MSTHODE D’EXPERIENCE, 

Pour reconnaitre l’infiuence de la trysine et de la takadiastase 
ainsi purifiée sur la toxine purifiée, on a réparti 2 ec. de toxine dans 
chacun des flacons, d’un contenu de 15 ce. et pouvant étre fermé 
hermétiquement. 

On a ajouté, en plus, dans le premier flacon qui doit servir 
de contrdéle 2.0 ee. d’eau distillée, dans le second 2.0 ee. de trypsine 
purifiée, dans le troisiéme 2.0 ee. de takadiastase. Cela fait, on a 
ajouté a chacun de ees flacons une égale quantité d’une solution de 
phosphate tampon, de NaCl et de toluéne. Aprés avoir mélangé 
soigneusement, on a mis ces flacons dans un thermostat pendant 
un temps déterminé (6 a 20h.) a 37°C. 
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En déterminant, aprés ce laps de temps, le pouvoir toxique de 
chacun des contenus des flacons, on s’est rendu compte de la perte 
en toxine éprouvée. 

Pour le dosage approximatif du pouvoir toxique, on a injecté 
sous la peau du cobaye, pesant 250¢., 1,5 cc., dans quelques cas 
2.0 ce., du contenu de chaque flacon dilué 5 fois son volume (dans 
d’autres cas 6 fois) avec de l’eau distillée. 

Dans les cas ot du sérum normal a été ajouté pour voir s’il y 
avait inhibition de l’action digestive de la trypsine sur la toxine, 
lec. de sérum a été employé et le volume total de chaque contenu 
a été rigoureusement maintenu égal. 

On a eu soin de secouer de temps en temps le contenu de chaque 
flacon pendant le temps d’incubation au thermostat. Dans les ex- 
périences d’une durée de 6-8 heures, cette petite opération a été 
répétée chaque heure, et d’une maniére la plus égale possible. 

Exp. 1. 

Des essais ont été pour examiner l’influence de la trypsine et 
de la takadiastase sur la toxine et l’inhibation possible en cas de 
digestion par addition du sérum normal de beeuf ou de l’amylum. 

Comme le montre le tableau N° II, le premier flacon recoit 


Tash. N° I. 
Purification de la tox. dipht. par Sn(OH). 

Liq. surnageant aprés me 
Toxine | norm. | norm. | SnCl, centrifugation Goaye de ve 
Dipht. | NH,Cl | NHs g Dose injectée ea 

ph. pour déterm. 

la Toxicité 

100ce. | 10cce. | 54¢e.| 09¢g 7.7 2/5 ee. anal +16h 
100 ce. | 10¢e. 45cec.| 0.9¢ (ee: id. N° 2 +19h 
100 ce. | 10cce. | 4.2c¢e.} 09¢ 6.9 id. N° 3 +28h 
100 ce..| 10 ce. | 3.8ec.} 0,9¢ 6.6 id. N°4 + 45h 
100 cc.-| 10ce. | 38.5cce. | 0,9¢ 6.3 id. N°5 |Survécu 
100 ce. | 10ce. 2.8cc.| 09¢ 5.6 id. N°6 |Survécu 


Usk + CO oN pr — 00°% — | O00T 00°F = 00°s 00° | SToN 
UPP+ #9 oN pr — OS 4 OT | — = | 00°F a 00° 00° | #ToN 
Wor + €9 oN pr -- oe | — | = 00°F 00°T 00° 00°3 | €ToN 
uch + 39 oN pt —- 00s | = — |- 00% oot | 00% 00° | 8L oN 
Usr+ T9 oN "09 Be/T = — | — | 0OT 00°F 00°% 00°S 00%, | Tt oN 
yer 09 oN 09 88/T 00°% -— iy =~ |) Cre 10ers 00°6 OT oN 

Q9ATJIVUT| OATJOV | | _ on ud 

| | “duey 

| aes 
aSeSEpVyYLL | pete: : 

*: nogaing | 9G oN pr = 00's 00°T ~ 00°F — | 00% 00°S 6 oN 
q qor+ GS oN pt 00s | — ooT | — 00°F eer ts 00°S 8 oN 
Re ULF + FS oN pr = Oe | 0OT | 00F — | 00% 003 | LoN 
S USF + eS oN pt — 00°6 = 00°T 00°F gee ha 3 00° 9 oN 
Q nogaIng 6G oN pt = 00°6 aaa = 00°F OO =i 500% 00°6 G oN 
Be nogaing | TS oN pt _- 00°S — — 00°F dor | 66% 00°S F oN 
uge+ 0S oN 09 BB /T — _ - 00°T 00°F 00's | 00°% 00°S € oN 
Tort 67 oN 99 8/T — _ — 00°T 00°F 00° 00°% 00°S 3 oN 
qep+ 8F oN ela 00°3 = Ss = 00F | 0OT 00°2 00% | ToN 

U1/é eee ad 
ee aAgaoD i) Pamery BN eee eS ab ye tes SeN a9T[tStd soda qdiq | uooepy 
aan Np oN asod ae : [uy unig | op neq ‘ydsoyq | outxoy, | UP oN 

sf aursd 41, yupog w/OT 


264 


‘Fnooq ep uNIBG "YE “O,LE 


‘TI oN “T4ViL 


Sur la purification de la toxine Diphtérique. 265 


Toxine dipht. 2,00+eau dist. 100+m/10 Phosph. tampon 2,00+ 
NaCl 0.2% 4,00+trypsine inactivée 2.00 en tout 11,0 cc. servant 
de controle. 

Dans le second et troisiéme flacon. 

Toxine diph. 2,00+eau distillée 2,00-+-m/10 Phosph. tamp. 2,00 
+NaCl 0.2% 4,00+Sérum normal de beuf 1.00 pour voir si ce 
sérum est sans action directe sur la toxine. 

Dans le 4 éme et 5 éme flacon. 

Toxine diph. 2,00+ eau dist. 1.00+m/10 Phosph. tampon 2.00 
+NaCl 0.2% 4.00+ Trypsine active 2.00 pour constater ]’influence 
de la trypsine sur la toxine. 

Dans le 6éme et 7éme flacon. Toxine dipht. 2,00+m/1C 
Phosph. tamp. 2,00 + NaCl 0,2% 4,00 + Sérum de beeuf norm. 1,00 
+Trypsine active 2,00 pour constater l’influence combinée de la 
trypsine et du sérum sur la toxine. 

Dans le 8 éme et 9 éme flacon. Tox. dipht. 2,00+Phosph. tamp. 
2,00+0.2% NaCl 4,00+ 5% amylum- 1,00+trypsine active 2,00 
(le N° 8 inactivée) pour constater 1’influence combinée de la tryp- 
sine et de l’amylum sur la toxine. 

Dans le but de constater |’influence de la takadiastase sur la 
toxine, la toxine et le ferment ont été répartis d’une maniére 
presque analogue a celle de la trypsine comme le montre le tabl. 
N° II. A chacun des flacons 1.0 ce. de toluéne a été ajouté afin 
d’assurer l’asepsie du contenu et le tout a été mis au thermostat a 
37°C pendant 8 heures. Aprés ce temps écoulé, 1,5 ce. du contenu 
de chaque flacon dilué 6 fois son volume avee de l|’eau distillée a 
été injecté sons la peau du cobaye pesant 250-260 g. 

La durée de survie des animaux a été enregistrée et l’autopsie 
des animaux morts a été faite chaque fois. 

La 10 éme colonne montre la dose de toxine injectée. 

Par exemple ici 1,5 ce. de toxine diluée 4 2/11x1/6 ec’est a 
dire 2/11 x1,5/6=1/22 ce. 

Le résultat de l’expérience est comme le montre la derniére 
eolonne du tabl. IJ. la toxicité de la toxine du flacon contrdéle est 
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démontrée par la mort du cobaye N° 48 en 43 h. 

Cette toxicité n’est nullement amoindrie par l’addition du 
sérum normal de beuf (mort du cobaye N° 49, 50 en 40-38 h.) 
mais |’addition d’une trypsine active diminue fortement cette 
toxicité comme le montre la survie des animaux N° 51, 52. 

Cependant l’addition du sérum au mélange toxine +trypsine 
suffit 4 protéger la toxine, comme le démontre la mort des animaux 
N° 53, 54. L’addition d’amidon n’enraye pas la destruction de la 
toxine. 

(Survie du N® 55, 56). Par contre, l’addition de la taka- 
diastase parait étre sans action sur la toxine, comme le montre la 
mort des animaux N° 62, 63. 

Le tabl. N° III montre une expérience analogue; seulement, le 
temps d’ineubation a été de 16 heures. Le résultat de la digestion a 
été que, comparé au flacon contréle N° 1 contenant la toxine+ H20, 
celui ayant recu la toxine+trypsine subit une baisse considérable 
en toxicité. 

Ajouté au complexe toxine+trypsine, le sérum de boeuf a une 
action inhibitoire sur la trypsine; mais |’amidon n’en posséde pas. 
comme le montre la mort des animaux. la takadiastase est sans 
action sur la toxine. 

Expérience N® 2. 

De méme que le sérum de boeuf, le sérum normal de lapin 
enraye l’action destructive de la trypsine sur la toxine comme le 
montre le tabl. N° IV. 

N.B. Le sérum de cheval normal jouit quelquefois d’un 
pouvoir neutralisant marqué envers la toxine et ne se préte pas a 
l’examen d’inhibition. 

Expérience N® 3. 

Il m’a paru utile d’expérimenter 1’influence de la température 
de 37°C sur la toxine purifiée et l’effet de l’addition de sérum ou 
autre solution protéique dans les mémes conditions. 

Premier essai (Tabl. V 4). 

Un premier flacon recevant: toxine+eau dist.+solution de 
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Tabl. NO IV. 
Sérum de lapin. 6h. A 37°C. 


a4 es Trypsine ne . 2 
ee eed) ) Sees a | 32) 38 
< A'S S = oe We eee inactiv-| ox pees 25 
4a| oc ss a 13 &! active ee B = AS 5a 

I a3 

N°1 | 2.00} 1.00 2.00 seo = 2.00 | 1/14cece.| N°66| +29h 
N° 2 | 2.00 | 2.00 2.00 1.00 == — id. N°67| +25h 
N°3 | 2.00 | 2.00 2.00 — 2.00 id. N 68 | Survécu 
N°4 | 2°00] 2.00 2.00 1.00 2.00 id. N°69| +27h 


NaCl+ Phosphate tampon et mis 4 la placiére pendant 6 heures, 
sert de contréle. Un second flacon dont le contenu est identique 
au premier est incubé pendant 6 heures a 37°C. 

Un 3éme, 4éme flacon recoit en plus respectivement 0,5 ee., 
0.25 ee. de sérum normal de boeuf. Un 5éme recoit, au lieu de 
sérum, 2.00 ce. d’ovalbumine 4 1%. On a eu soin de maintenir 
dans ces 3 derniers flacons la quantité totale, la méme que dans le 
premier flacon. Du toluéne a été ajouté pour assurer |’asepsie. 

La toxicité du contenu de ces flacons, aprés 6 heures, a été 
déterminée par injection d’une méme dose sous la peau d’un cobaye 
du poids de 250 g. 

Le résultat a été que la toxicité du flacon contréle restait la 
plus haute, celle du flacon mis au thermostat 4 37°C était un peu 
atténuée, celle du flacon auquel du sérum on de l’ovalbumine avait 
été ajouté se classant entre ces deux. 

Second essai: (Tabl. VB, Vc). 

Le tabl. VB montre que comparé a la toxine seule mise pendant 
6h. a 37°C, la toxine+trypsine subit une atténuation plus profonde 
en toxicité. 

En somme, il résulte de ces expériences que la trypsine a une 
action destructive sur la toxine diphtér. purifée, mais que la taka- 
diastase ne posséde pas cette propriété, que le sérum normal de boeuf 
ou de lapin ajouté a la toxine, protége celle-ci contre la trypsine. 
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On doit aussi retenir que la toxine purifiée semble étre assez 
labile, puisque, mise pendant 6 heures a 37°C, elle subit une 
baisse assez marquée en toxicité, par rapport a celle mise pendant ce 
temps a la glaciére; l’addition de sérum ou d’ovalbumine atténue 
cette baisse. a température de 37°C occasionne done une baisse 
en toxicité, la trypsine ajoutée augmente cette baisse; mais, méme 
dans ce cas, l’addition de sérum enraye la destruction de la toxine. 

En résumé: 

1. L’emploi du ZnCl, dans les méthodes de Brieger, de 
Hosoya pour purifier la toxine diphtérique, resté inexpliqué, 
a pour but la formation de corps adsorbant sélectivement la toxine, 
tel que le phosphate de zine ou l’hydroxyde de zine résultant de la 
combinaison du ZnCl. avec les phosphates et 1’ammoniaque contenus 
dans la toxine mére. C’est un mécanisme d’adsorption comme le 
comprenait Willstatter dans sa méthode d’adsorption et d’élution 
pour la purification des ferments. 

2. Les phosphates de Ca, Sr, Ba (ph 6,0-6,8) 
L’hydroxyde d’étain (ph 5,8-6,6) 
Sont aussi de bons adsorbants de toxine. 

3. Dans la seconde partie de la purification correspondant a 
une élution, la formation d’un sulphide métallique approprié en 
réaction alealine favorise 1’élimination du reste des corps a réaction 
du biuret contaminant la toxine. Le sulphide de manganése et 
celui d’étain jouissent de la méme propriété que la ZnS. 

4. J’ai décrit une méthode de purification par la méthode 
d’adsorption au Sn(OH)». La toxine purifiée obtenue, d’une 
toxicité 2 fois plus grande que la toxine mére, ne posséde ni les 
réactions des protéines ni celles de sucre. 

5. a trypsine et la takadiastase ont été purifiées avec la 
méthode d’adsorption au Sn(OH)>». 

6. En faisant agir la trypsine ou la takadiastase purifiée sur 
la toxine, on observe que la trypsine jouit d’une influence destruc- 
tive sur la toxine, mais que la takadiastase est sans action sur elle. 
L’addition de sérum inhibe l’action nocive de la trypsine. 
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7. la toxine purifiée se montre déja un peu labile contre une 
légére élévation de la température; dans ce cas aussi, ]’addition 
de sérum ou d’ovalbumine protége la toxine dans une ¢ertaine 
mesure. 

CoNCLUSION. 

L’emploi du ZnCl, pour la purification de la toxine avait pour 
but la formation de corps tel que le Zn(OH)» ou le phosphate de 
Zine, corps doué d’une forte action adsorbante envers la toxine. 
C’est done la méthode d’adsorption et d’élution de Willstatter 
employée par cet auteur a purifier les ferments, qui est appliquée 
ici a la purification de la toxine. 

L’analogie se retrouve en dehors du Zine avec d’autres métaux. 
Avec d’autres phosphates: les phosphates de Ca, Sr, Ba; Avee 
d’autres hydroxydes: l’hydroxyde d’étain, tous excellents adsor- 
bants de la toxine. 

Une toxine purifiée par les méthodes décrites antérieurement, 
bien que d’une concentration en toxine supérieure a la toxine mére, 
n’a point les réactions de protéine ni celles de sucre. 

Il serait téméraire cependant, vu la grande toxicité de la 
toxine, de conclure de la que la toxine n’est pas de nature protéique. 

Des expériences faites avee la toxine diphtérique purifiée et 
des ferments purifiés, ont montré que la trypsine avait une action 
nocive sur la toxine, mais que la takadiastase semblait indifférente 
envers celle-ci. 

Il serait done plus rationnel de penser que la constitution de 
la toxine a un rapport étroit avec les protéines ou bien qu’une 
minime quantité de matiéres protéiques est nécessaire au maintien 
de la stabilité d’une toxine diphtérique. 

J’exprime ici ma sincére reconnaissance aux Professeurs 8. 
Kakiuchi et T. Kohmoto pour la bienveillance qu’ils m’ont 
témoignée et pour les bons conseils qu’ils m’ont donnés au cours 
de ce travail. 

Mémoire présenté a la séance du 21 Juin 1930 
de la Société de Biochimie du Japon. 
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IMMUNOLOGISCHE UNTERSUCHUNGEN 
UBER BLATTPRESSSAFTE UND 
BLATTFARBSTOFFE. 


Von 


H. HODYO. 


(Aus dem rechtsmedizinischen Institut der medizinischen Fakultat zu 
Nagasaki Japan. Vorstand: Prof. Dr. H. Asada) 


(Hingegangen am 5 Dezember 1930) 


Schon zu Anfang des 20. Jahrhunderts wurde eine Klassifika- 
tion der Pflanzen mittels biologischen Verfahrens von manchen 
Botanikern vorgenommen, von denen wir nur Kowarski (1901), 
Schtitze (1902), Magnus (1907), Wendelstand (1911), Fell- 
mer (1911), Gohlke (1913), Tiini u. Thaysen (1914) nennen. 
Zuerst haben diese Autoren die Prazipitin- und Konglutininreak- 
tion zur Pflanzendifferenzierung als wichtige Untersuchungs- 
methode gefunden; spater bedienten sie sich nicht nur dieser oder 
der Komplementbindungsmethode, sondern fiihrten auch die 
anaphylaktische Reaktion durch. Der letzteren wiesen sie eine 
bemerkenswerte Spezificitit und Uberlegenheit iiber die anderen 
biologischen Reaktionen nach. Dabei immunisierten sie aber das 
Tier nur mit der Impfungsmethode. In letzter Zeit ist die Frage 
der Schutzwirkung der tierischen Haut, vor allem vom immunolo- 
gischen Gesichtspunkt aus, wieder Gegenstand eifriger Bearbeitung 
eeworden, weil schon vor mehr als 20 Jahren viele Autoren 
bestatigten, dass die Haut fiir Bakterien oder tierisches Eiweiss 
passierbar sei, und so bei einem Tier Antikorperproduktion verur- 
sachen kénne. Diese Tatsache wurde durch die Arbeiten von 
Hoffmann (1903), Kasten (1903), Wassermann (1911), 
Mallory wu. Marble (1925), Besredka (1926), Kurokawa 
(1926), Fuji (1927), Hanaoka (1928) und Sato (1930) nach- 
gewiesen. Die Fortschritte der Botanik in dieser Arbeitsrichtung 
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sind aber viel geringer als die der Zoologie. Was die Pflanzen- 
baustoffe wie Chlorophyll anbetrifft, so finden sich dariiber in der 
Literatur keine hierher gehodrigen Experimente. Neuerdings 
gelang es nun Mitarbeitern von Prof. Mita, Antikorper gegen 
Hamoglobin durch cutane Immunisierung zu erhalten. Bei dem 
Chlorophyll, welches dem Himoglobin sehr nahe verwandt ist, 
koénnte man sicher auch mit cutaner Immunisierung positive 
Resultate erwarten. Diese Uberlegung war das Motiv zu dieser 
Arbeit iiber Blattpresssifte und Blattfarbstoffe. 


HERSTELLUNGSMETHODE DER ANTIGENE. 


Antigene Materialien sind Rapsblatt, Rettichblatt, Lattichblatt, 
Kohlblatt, Spinatblatt u. am. Zunachst presst man die frischen, 
wiederholt gewaschenen, zerkleinerten Materialblatter durch die 
Pressmaschine aus, filtriert die Pressafte durch 2-3 Stiicke Gaze 
oder zentrifugiert sie, wenn notig; dann erhalt man eine relativ 
klare, rohe, griine Fliissigkeit: die Blattpressifte. Sodann verar- 
beitet man zur Darstellung des reinen Chlorophylls nach 
Willstatter cine bestimmte Menge von gewaschenen frischen 
Blattern rasch mit dem Steinmorser zu dtinnem Brei und vorex- 
trahiert durch Schiitteln mit einer grossen Menge von wasserfreiem 
Aceton in einer Flasche; durch Absaugen und starkes Abpressen 
entfernt man den Vorextrakt. Nun extrahiert man mit derselben 
Menge von reinem Aceton den gemahlenen Presskuchen. Dureh 
Absaugen und Nachwaschen mit 80%igem Aceton gewinnt man 
einen schwarzertnen Extrakt, den man unter Umschwenken in 
Petrolather einlaufen lasst, wobei sich zwei Schichten scharf von 
einander trennen, und die unten liegende Acetonlésung allmahlich 
entfarbt wird. Zum Auswaschen der Verunreiniggungen wird dem 
Petrolather 80%iges Aceton zugefiigt, dessen grosserer Teil nachher 
mit Wasser zweimal frei gewaschen wird. Zur Entfernung des 
Xanthophylls geniigt hauptsachlich zweimaliges Waschen mit 
80%igem Holzgeist, welcher nach etwa fiinfmaligem Nachwaschen 
mit Wasser wieder aus der Losung verschwindet. Den inzwischen 
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schwarz flockig gewordenen Chlorophyllriickstand sammelt man 
auf mit Talk belegtem Filterpapier durch schubweisen Zusatz von 
Petrolather, lost die Chlorophylifloecken auf und lasst sie durch die 


‘Talkschicht filtrieren, um reines Chlorophyll als Ausbeute zu 


erhalten. 


REAKTIONSMETHODE. 

In meiner Arbeit ist hauptsachlich die Prazipitation angewandt 
worden. Eine Ringbildung wurde zweimal, und zwar nach 30 
Minuten und nach 1 Stunde abgelesen. Aber da die Reaktion 
gegen Lipoidverbindungen, wie Chlorophyll, sehr schwer erfolet, 
untersuchte ich nicht nur durch Prazipitation, sondern auch durch 
Ausflockungsreaktion oder Komplementbindungsreaktion. Wenn 
man die Ausflockung priifen will, darf man nach Durchschiitteln 
der Reagenzien (Antigen und Antik6rper) erst nach 10 bis 24 
stiindigem Aufenthalt im Brutschrank die Reaktion ablesen. In 
diesem Falle benutzt man als Antigen die Blattpressafte oder die 
Emulsion des petrolatherischen Chlorophylls in der physiologischen 
Kochsalzlésung. Zu der Priizipitation benutzt man gewohnlich 
die in physiologisehen Kochsalzlosungen in verschiedener Weise 
verdiinnteten Blattpressafte. In jedem Fall wurde die Methode in 
normaler Weise angewandt, und immer wurden Versuchskontrollen 
vorgenommen. Nun muss aber hier noch Hiniges tiber Pressafte 
erwabnt werden. Wenn man 20 Gramm Blatter nimmt und diese 
mit der Pressmaschine behandelt, so erhalt man gewohnlich die 
Pressafte wie folgt:—mindestens 12.0-13.0eem; falls man eine 
erosse Menge bekommt 15.0-16.0 ecem; durchschnitthch 14.0 ecm. 
Deshalb halt man Mass bei der Regulierung der Presse und erstrebt 
gewohnlich nur die Gewinnung einer durchschnittlichen Menge. 


IMMUNISIERUNG. 
Als besonders giinstige Versuchstiere erwiesen sich nach Sato 
(1930) Meerschweinchen. Ich benutzte daneben auch Kaninchen. 
Die antigene Substanz, Blattpressafte oder Blattfarbstoffe, wurde 
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zunachst mit Lanolin gemischt und taglich emmal auf Riicken- 
oder Bauchhaut der Versuchstiere aufgeschmiert ; dabei schor man 
die Haare ab, ohne zu rasieren, um locale Schédigungen zu ver- 
die Haare ab, ohne zu rasieren um locale Schadigungen zu ver- 
meiden; auf die Lanolinsalbe legte man einen Verband. Man 
wechselte taglich nicht nur die Salbe und den Verband, sondern 
auch den Applikationsort, da alle Schleimhaéute und Haute das 
sogenannte ‘‘Nare’’ -Phanomen von Prof. Mita oder ‘‘Refrak- 
tarwerden’’ zeigen konnen. Bei den Kontrollversuchen wurde 
taglich nur reine Lanolinsalbe aufgeschmiert und der Verband 
angeleet. Nach durchgefiihrter Immunisierung priifte man den 
Titer des Antikorpers, und die Tiere wurden in einem geeigneten 
Zeitpunkt durch Aderlass getétet. In einer dritten Versuchsreihe 
immunisierte man die Tiere mit denselben Materialien per Os, und 
in einer vierten intravenos oder intraperitoneal, wobei die Einspri- 
tzung einer grossen Masse in die Bauchhohle vermieden werden 
musste, weil die schleimhaltige Blattsubstanz nach der Verabrei- 
‘chung oft wochenlang in der Peritonealhohle als solides Depot 
ohne Resorption liegen blieb. Die Injektion wurde alle 3 Tage 3 
mal wiederholt, und wie gewohnlich wurden Sera entnommen. 


Immunisierungsprotokolle. 


Meershweinchen. 

Nr. Ké6rpergewicht. (Gr.) 

ale 320. 

2. 300. 

Bi 360. 

4. 300. (gestorben) Rapsblattpressifte aufgeschmiert. 
ay 390. 14/VIII—30/VIII 1929. 
a. 300. 5/IX getotet. 

Te 345. 

8. 260. 

9. 35. 

10. 310. (gestorben) 

ial 330. (gestorben) 

2 280. (gestorben) 

5} 325. 

14. 420. (gestorben) | 
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iss, 320. Rapsblattpressafte aufgeschmiert. 
ie 350. (gestorben) 14/VITI—10/IX 1929. 

17. 330. (gestorben) oa eee 

18. assy, 

19. 320. 

20. 310. 

Meerschweinchen. 


27. 320. 


Nr. Korpergewicht. (Gr.) 
28 390. (gestorben) 
22. 320. (gestorben) 
23. 340. 
24. 325. Rettichblattpressafte aufgeschmiert. 
28. 270. 

29. 280 (gestorben) 


25. SHOE 14/VIII—30/VIII 1929. 
26. 440). 6/1X getotet. 

30. 395. 

Sle 340. (gestorben) 


34. 840. 

BN 360. (gestorben) 
36. 350. (gestorben) 
Sie 360. (gestorben) 


Rettichblattpressafte aufgeschmiert. 
14/VIII—11/1X. 1929. 
18/IX getétet. 


38. 300. 

39. 380. 

40. 310. 

Meerschweinchen. 

Nr. Korpergewicht. (Gr.) 

41. 500. Durch Té6fukara (Bohnenpressriickstand) mit 
42. 410. Rapsblatt ernihrt. (Kontrollversuch. ) 

43. 330. 14/VIII—30/VIII 1929. 

44. 380. ) Durch Téfukara (Bohnenpressriickstand) mit 
45. S20: L Rettichblatt ernihrt. (Kontrollversuch. ) 

4G. 490. j 14/VIII—30/VIII 1929. 6/IX getotet. 
Kaninchen. 

Nr. Kérpergewicht. (Gr.) 

50. 2200. 

Die 2150. 

gy 1600. (gestorben) 

53. 2300. 
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54, 2030. (gestorben) Spinathlatt aufgeschmiert. 
Boe 1800. (gestorben) 3/11 18/11 1930. 
26/11 getotet. 
56. 2200. GER Bare 
57. 1750. 
58. 1900. (gestorben) 
59. 1600. 
60. 1550. 
Kaninchen. 
Nr. Kérpergewicht. (Gr.) . 
61 1650 Durch Toéfukara mit Spinatblatt ernahrt. 
; ; 3/1I—18/I1 
62. 1800. 28/11 getotet. 
63. 2050. 
Kaninchen. 
Nr. Ké6rpergewicht. (Gr.) 
70. 1550. (gestorben ) Rapsblattpressiste intravends 
fale 1700. od. intraperitoneal injiziert. 
9 P 9/V 13/V 17/V 1930. 
gee 24/V getétet. 
73. 2000. (gestorben) 
74, 1930. J 
75. 1750. 
76. 1700. Spinatblatt aufgeschmiert. 
ies 2500. 9/V—18/V 19380. 
78. 1800. (gestorben) 25/V getotet. 
Oy 1950. (gestorben) 
Kaninchen. 
Nr. Korpergewicht. 7 
80. 2200), Spinatblattchlorophylemulsion subeutan 
: r  injiziert. 9/V 12/V 16/V 19/V 
81. 1500. 26/V_ getotet. 
82. 1750. J 
83. 1700. (gestorben) Le aerate nA hc intraperitoneal 
84. 1800. injiziert. 9/V 12/V 16/V 19/V 
86. 1650. (gestorben) ) 
87. 1850. Spinatblattchlorophyll mit Schweineserum 
88 1500. rout l intravenods injiziert. 
: oa (ges a bea, 9/V 12/V 16/V 19/V 
89, 1500, (gestorben ) J 27/V getotet. 
90. 1700. 
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TABELLE I. 


Prazipitation. 


Verdiinnung der Rapspressafte 


Ny. der Antikérper.| 4a OCA H DOM + montrols 


(normale Sera) 


JL 

2 

5 
102 
2048 


Verdiinnung der Rettichpressafte 
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TABELLE IT. 


Prazipitation. 


Verdiinnung der Rapspressifte 


; 2 ikorper.| pH N+tHwmwoont won 
Nr. der Antikorper S888 8 


Kontrolle 
(normale Sera) 


1024 
2048 


34 = 


Verdiinnung der Rettichpressafte 


wWwpe wb we 
Dp N & WS OO Oo 
ae oe 


| 


ed 


Nr. der Antikérper 
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TABELLE IIT. 
Prazipitation. 
Verdiinnung der Antigene. 
(Raps- ad Rettichblattpressifte. Kontrolle 


Bae oy eS SEN | (normale Sera) 
rN 190 Oo © 
Ha 
41 nogativ — 
42 ” a 
43 ” ag 
44 ” aa 
45 ” a 
46 ” = 
(Raps-, Spinat- od. Rettichblattpressiifte. ) 
61 negativ = 
62 ” oa 
63 ” & 
(Spinatblattpressafte. ) 
F053 ore 
76 = 
(Rapsblattpressafte. ) 
TS . — 


76 
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TABLE LY. 


Ausflockung. 


(Antigene Spinatblattpressafte wurde 1/20 verdiinnt.) 


Verdiinnung der Antikorper. 


Nroder Antikorper | +0 “4 45 Pam se ot Kontrolle 
maa i SS 
50 = 
59 — 
51 negativ = 
53 ” i 
56 ” <3 
60 ” = 
Komplementbindung. 


(Spinatblattchlorophyllemulsion wird als Antigen benutzt) 


Nr. der Antikérper 


Resultat. 


Kontrolle 


50 
57 
59 
OL 
53 
56 
60 


komplette 


” 


” 


Hamolyse 


ohne Storung. 
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TABELLE V. 
Ausflockung. 
(Antigene Blattpresssifte wurden 1/10 verdiinnt.) 
Verditinnung der Antigene. 
Kaninchen. ANHoOOAH DO ON HH OH 
=a M7 OO A 1D es OY x 6S 
QQ ay Some 
me AN dH 
Nr. 71. + Rapsblattpressifte. 


ale 
Tale 
. + Fudansoblattpressafte. | 


Nv. 74. 
. + Rettichblattpressafte. 
. + Kohlblattpressafte. 

. + Fudansoblattpressafte. 


+ Rettichblattpressifte. 
+ Kohlblattpressifte. 


. + Spinatblattpressafte. 
. + Lattichblattpressafte. 


2. + Rapsblattpressifte. 

. + Rettichblattpressifte. 

. + Kohlblattpressafte. 

. + Fudansoblattpressafte. 
. + Spinattblattpressafte. 

. + Lattichblattpressafte. 


+ Rapsblattpressafte. 


. + Spinatblattpressafte. 
. + Lattichblattpressifte. 


[oa amt fama a a | Kontrolle 
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TABELLE VI, 


Chlorophyllgehalt in den Pressiften. 
(Colorimetrisch vergleicht. ) 


123 45 6 7 8 9101112131415 


Rapsblattpressifte. 
Rapsblattpressifte. 
Kohblattpressafte. 
Fudansoblattpressafte. 
Spinatblattpressafte. 
Lattichblattpressafte. 


(Skalazahlen.) 


TABELLE VII. 


Ausflockung mit Spinatblattpressaften. 
(Spinatpressifte wurden 1/10 verdiinnt.) 


Nr. der Antikoérper. 


1 


Verdiinnung der Antikorper. 
2 4 8 16 32 64128 256512 


Kontrolle 


87 
80 
81 
82 
84 
85 
90 


Ausflockung mit der Chlorophyllemulsion 


von Spinatblatt. 


87 
80 
81 
82 
84 
85 
90 


unklar 


unklar 


” 


” 
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Komplementbindung mit Chlorophyllemulsion 
von Spinatblatt. 


87 unklar ohne Storung 
80 2) ” 
81 3 ry 
2 ” ” 
84 oP ” 
85 os ” 
90 5) » 
RESULTATE. 


Hinige Versuchstiere zeigten keine Antikérperbildung, andere 
abt r produzierten relativ starke, spezifische Antikérper. Besonders 
auffallig ist es, dass man durch die cutane Immunisierung mit 
pflanzlichen Pressatte den Versuchstieren Higenschaften verliehen 
kann, durch die der derUnterschied zwischen nahe verwandten 
Pflanzen klar zu machen ist. Die normalen Meerschweinchensera 
oder Kaninchensera bildeten keine Prazipitate mit den pflanzlichen 
Pressaften, und auch die Sera von per Os immunisierten Tieren 
reagierten nicht mit den Pressaéften. Die durch cutane Immuni- 
sierung hergestellten Antikorper zeigten dagezen eine starke Dif- 
ferenzierungskraft, durch welche der Rettich sich klar vom Raps, 
und auch vom Lattich unterscheiden hess. Man kann ebenfalls 
Spinatblatt von Raps, Rettich oder Lattich leicht unterscheiden, 
und es wird sogar eine Art von Raps von den anderen Arten 
Raps fast differenziert. Die Verwandtschaftsgrade unter diesen 
Blattern konnten auch genau festgestellt werden. So hat z. B. 
eine Art von Raps eine sehr nahe Verwandtschaft mit dem Rettich, 
und in folgender Reihe sind nahe miteinander verwandt: Kohl, 
Spinat und Lattich. Die Feststellung ist vermutlich deswegen 
moglich, weil die Schutzwirkung der Haut spezifisch sehr stark 
differenziert ist. Die durch cutane Immunisierung erhaltenen 
Antikérper zeigten nun zwar solche Differenzierungskraft, aber 
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die Titer der Antikérper waren gewohnlich niedriger als die der 
durch die Impfungsmethode erhaltenen Antikorper. 

An zweiter Stelle nahm ich dann andere Experimente vor, 
die Antikérperexistenz des Chlorophylls nachweisen sollten. Um 
hiertiber genau zu berichten, m*chte ich hier nochmals durz daran 
erinnern, dass das Chlorophyll eine mit dem Hamoglobin sebr 
nahe verwandte Substanz ist. (Verdeil 1851). In dieser Hinsicht 
haben Forscher wie Hoppe-—Seyler (1879-1881), Tschireh 
(1879), Hartley (1891), Schunk (1895-1909), Willstatter 
(1911), und Asahina (1911) durch stetige und miihsame Arbeit 
endlich den chemischen Zusammenhang klar gemacht. Wenn man 
namlch Athiophyllin einerseits und Haimin andererseits respektive 
zerlegt, so erhalt man vom ersteren Phylloporphyllin, vom letzteren 
Hamatoporphylin, welche sich beide wtibereinstimmend durch 
Aufildésung zu Hamopyrol zersetzen. Obgleich seit der Entdeckung 
des Chlorophylls durch Berzelius (1838) unsere Anschauungen 
liber seine Natur hauptsdchlich hinsichtlheh seiner Chemie all- 
mahlich erweitert worden sind, ist es doch noch eine viel umstrittene 
Frage, ob das Chlorophyll je nach den Pflanzenarten verschieden 
ist. Fremy fand im Jahre 1860, dass das Chlorophyll ein Gemisch 
von Phylloxanthin und Phyllocyanin ist, und Hansen (1889) 
fiihrte aus, dass das sogenannte Chlorophyll nicht ein Farbstoff 
sei, sondern ein Gemenge von zwei durch Fettsauren verbundenen 
Farbstoffen. Gautier (1895) und Etard (1906) legten nur ihre 
Ansiechten dar, Kraus (1872), Marchlewski (1896), Wills- 
tatter und Stoll(1918) begriindeten aber durch chemische Ex- 
perimente die Meinung, dass reines Chlorophyll eine einzige Art ist. 
Also musste in diesen Experimenten reines Chlorophyll als Reagenz- 
antigen benutzt werden. Rein dargestelltes Chlorophyll ist zwar 
in Aceton, Ather oder Alkohol leicht léslich, in Wasser sowie auch 
in physiologischer Kochsalzlosung aber absolut unloslich. Dement- 
sprechend wurde hier Chlorophyllemulsion angewandt. Anderer- 
seits aber verhinderten die Chlorophyll6sungsmittel die Reaktion 
der Prazipitation, denn sie selbst zeigen auch eine leichte Triibung, 
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wenn sie mit den normalen Seren in Kontakt gebracht worden sind. 
Deswegen wollte es nicht gelingen, die Prazipitation sicher nach- 
zuweisen. Ich priifte dann weiter die Antikérperbildung gegen 
reines Chlorophyll. Reines Chlorophyll (oder dieses mit Schwei- 
neserum gemischt) wurde injiziert; manchmal schmierte ich auch 
das mit Lanolin gemischte Chlorophyll auf und untersuchte die 
Reaktion zwischen den Immunsera und den Blattpressiften, in 
welchen selbstverstandlich Chlorophyll reichlich vorhanden ist. 
Aus den Experimenten ging klar hervor, dass der Antikorper 
gegen reines Chlorophyll schwer zu gewinnen ist, weil ich nur in 
einem Falle einen schwachen Antiké6rper bekommen konnte, in 
allen anderen Fallen dagegen eine Antikorperbildung kaum beo- 
bachtet wurde. Alle anderen Reaktionsgrade zwischen den Anti- 
genen und Antikérpern haben nichts zu tun mit dem Chlorophyll- 
gehalt, sie hatten vielmehr umgekehrte Beziehungen, wie man es 
in Tabelle 5 und 6 sieht. Die Spezifizitat, die der durch cutane 
Immunisierung von Blattpressaften erhaltene Antikorper zeigt, 
scheint mir also nicht auf der Antikdrperexistenz des Chlorophylls 
zu heruhen, sondern auf anderen Ursachen; z. B. konnen wir den 
Ursprung der Spezifizitat so vermuten, dass die Mengenverhaltnisse 
von Hiweiss, Fette, Lipoiden, Starke, Inulin, Glukosiden, Alkaloiden, 
organischen und anormanischen Sauren und Salzen verschieden 
sind. Gelegentlich hat man als Reaktionsantigen in vitro nicht nur 
reines Chlorophyll, sondern auch Chlorophyll-a und Chlorophyll-b, 
Xanthophyll und Carotin benutzt, aber der Antikérper gegen 
diese Substanzen wurde nicht bewiesen. Weder durch Prazipita- 
tion, noch dureh Ausflockung und Komplementbindung lasst sich 
also nachweisen, ob reines Chlorophyll eine einzige Art ist oder 
nicht. Edward Jena hat im Jahre 1928 iiber die chemische 
Schutzwirkung der Haut berichtet, und aus seinen Experimenten 
geht hervor, dass in der Haut und in dem von der Haut gebildeten 
verhornten Deckepithel chemisch isolierbare Substanzen vorhanden 
sind, die bei ihrer Wiedereinverleibung Tieren die Fahigkeit 
verleihen, oft mehrfach tédliche Dosen von Giften verschiedenster 
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Art zu vertragen, ferner die Produktion und zeitliche Wirksamkeit 
der Fermente zu erhdhen. Ich konnte die Antikérperbildung des 
Chlorophylls nicht klar nachweisen, aber ich konnte die Wirkung 
auf die Haut feststellen, und ich méchte auf Grund meiner Arbeit 
behaupten, dass die Haut immer tatig ist, den Organismus gegen 
alle Schadigungen in Schutz zu nehmen, sodass, wenn immer eine 
dem Tiere artfremde Substanz in Beriihrung mit der nackten 
Haut kommt, in dem Kreislaufe der Haut gegen die betreffende 
Substanz sich ein streng spezifischer Schutzkorper (Antikorper) 
bilden kann. Dieser biologische Vorgang wurde in meiner Arbeit 
durch die Andendung der Pflanzenmaterialien sicher nachzewie- 
sen. 


SCHLUSSFOLGERUNGEN. 


Dureh cutane Immunisierung erhalt man relativ starke spezi- 
fische Immunkorper. Sehr nahe verwandte Blattarten kénnen 
durch Anwendung dieser Methode scharf voreinander unterschie- 
den werden. Ob aber der Antikérper gegen das Chlorophyll 
dabei eine grosse Rolle spielt, konnte ich leider nicht feststellen. 
Die Ursache dafiir, dass der Antikérper des Hamoglobins durch 
eutane Immunisierung relativ leicht, der Antikérper des dem 
Hamoglobin chemisch sehr nahe verwandten Chlorophylls aber 
sehr schwer zu erhalten ist, scheint mir darin zu legen, dass 
Hamoglobin leicht in Wasser loslich ist, Chlorophyll aber keine 
Wasserloslichkeit hat. Schlesslich mochte ich betonen, dass die 
Haut als Schutzorgan in innigem Zusammenhang mit den tibrigen 
Organen steht, die den Organismus biologisch vollkommen und 
eefahrlos funktionieren lassen. 

Den Herren Professoren Mita und Asada bin ich fiir ihre 
unermiidliche Anleitung zu grosstem Danke verpflichtet. 


_— 
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I. Ivyrropuction. 


The serological substances react for the most part only at the 
temperatures near 37°C, or at least they react better at this 
temperature than at a lower one. Thus many serological reactions 
do not take place at 0°C. 

Such is also the case with hemolysis caused by various kinds 
of serum-hemolvsins and hemotoxins. 

It is well known that the serum-hemolysin (amboceptor) can 
be combined by the erythrocytes even at 0°C, but the corresponding 
hemolytic complement of serum does not react at low temperatures. 

On the other hand, however, we know already some serological 
substanees which react only at low temperatures. 

The so-called iso-auto-cold hemolysin which has been discovered 
by Donath and Landsteiner in the serum of patients of 
paroxysmal hemoglobinuria, is a well known example of such sero- 
logical substances. 

In this case, the cold hemolysin does not combine. with ery- 
throcytes at 37°C; the reaction between cold hemolysin and ery- 
throcytes takes place only at temperature near 0°C, though the 
reaction between the complement and the sensitized erythrocytes, 
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and consequently the hemolysis occurs only at temperature near 
BY ie OF 

Various kinds of hemoagglutinins belong also to the serological 
substances which react better at lower temperatures than at higher, 
as Landsteiner and his collaborators could demonstrate. 

Among hemoagglutinins, the cold autoagglutinin which exists 
in the serum of almost all sorts of warm-blooded animals and which 
agelutinates its own erythrocytes only at temperatures lower than 

15°C, is most familiar to us, in this respect. 

It has also been proved in our laboratory by T. Kubo (1927) 
that the hemoagglutinin in the lens reacts only at temperature 
lower than 20°C (generally at 0-10°C) and also by T. Mitsui 
(1928) that the hemoagelutinin extracted from erythrocytes 
(intracellular hemoagglutinin) can agglutinate erythrocytes only 
at temperatures below 33°C. 

In the present work, I am going to add another very interest- 
ing example of the serological substances reacting only at low 
temperatures, which we have newly discovered by chance in heated 
serum. 

This substance is neither hemoagglutinin nor serum-hemolysin 
in the usual sense, and is to be classified as a hemotoxin, because 
it causes hemolysis when added to erythrocytes, but it does not 
require the hemolytic complement in producing hemolysis as 
general serum-hemolysins do. 

The most striking character of this substance is that it reacts 
with erythrocytes only at very low temperatures (0-5°C) as will 
be described later again in detail in the experiment. 


Il. THe Course or EXPERIMENTS IN WHICH THE COLD- 
HeEMotox1In was First DIscovERED. 


Our first discovery of the cold-hemotoxin was made by chance 
in the course of an investigation upon the hemoageglutinoid. 

It is a well settled fact that the immune serum containing 
various kinds of bacteria-agglutinin when heated so that its 
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ageglutinating power has been destroyed, manifests a marked power 
of inhibiting the agglutination of bacteria by the unheated active 
ageglutinin-serum. 

This property of the heated agglutinin-serum is generally 
attributed to the existence of so-called agglutinoid, which, formerly 
has been supposed by many investigators to have been produced, 
or to say in better words, modified from agglutinin by heating. 

Now we have been working on the problem, whether an 
analogous power of inhibiting agglutination can be demonstrated 
in the heated serum containing immune hemoagelutinins. 

For this purpose, rabbits were injected with erythrocytes of 
chickens, men, ete., and then, the immune hemoagelutinin-serum 
prepared in this way was heated at various temperatures, after 
having been suitably diluted with saline solution in order to prevent 
the heat-coagulation of serum protein, and thus the ageglutinating 
power was entirely destroyed. 

The immune hemoagglutinin-serum thus treated can sensitize 
the erythrocytes or, in other words, the agglutinability of ery- 
throcytes by the immune hemoagglutinin is cancelled entirely or 
partly when the erythrocytes have been digested previously with 
the heated serum. 

So far, nothing interesting. 

But, when we stored the erythrocytes suspended in the heated 
immune serum in the ice-room over night for the purpose of suf- 
ficiently sensitizing the erythrocytes with agglutinoid, we very 
often found, to our disappointment, that the erythrocytes were for 
the greater part hemolysed, so that we could not obtain a sufficient 
amount of the sensitized erythrocytes. 

Though the immune hemoagglutinin-serum obviously contains 
immune hemolysin beside the agglutinin, the hemolysis above men- 
tioned can not be attributed to the effect of hemolysin in the general 
sense, because the serum has always been heated at temperatures 
higher than 56°C and, consequently, not only the hemolytic comple- 
ment must have been completely inactivated but also even the 
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hemolysin itself must have been partly destroyed. 

The hemolysis did not occur if the erythrocytes in the heated 
serum was placed at room temperature. The hemolysis by the 
heated serum must, therefore, be attributed to some peculiar 
hemolytic agent which reacts with erythrocytes only at low tempera- 
tures and causes hemolysis without the aid of a complement. 

So far as we know, literature does not furnish any example 
of such a kind of hemolytic agent. We, therefore, thought it very 
interesting and worth while to investigate this hemolysis in detail. 

The brief outline of the results obtained in the experiments 
made for this purpose, by employing the heated immune serum, 
will be described below. 


III. Marerirazs. 


Rabbits were injected with the erythrocytes of man, chicken, 
cattle, guinea-pig ete.. The blood to be injected was obtained on 
the day of injection, employing a small quantity of 10% sodium 
citrate solution as anti-coagulant. The blood-corpuscles were washed 
several times with the physiological saline solution. 0.5, 1.0, 1.5 
and 2.0 ce. of the washed erythrocytes were injected at intervals 
of 3-4 days into the ear veins of healthy rabbits. 

Before each injection, the blood was taken from the ear vein 
at the hungry hour of the animals, and the serum separated from 
this blood was employed as experimental material. 


EXPERIMENTAL RESULT. 


I. Relationship between the strength of cold hemolysis and 
the degree of heating temperature. 

In the first experiment, the relationship between the degree 
of temperature at which the immune sera have been heated, and the 
strength of the cold-hemolytic agent in the heated serum was 
investigated. 

For this purpose, various immune sera prepared in the way 
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described in the previous chapter were heated at 60°C, 65°C, 70°C, 
79°C, 80°C, 85°C, 90°C ete. for 30 minutes, after having been 
previously diluted with suitable amounts of physiological saline 
solution in order to prevent the heat coagulation of serum protein. 

The heat-coagulation of the rabbits’ immune sera could 
generally be avoided by diluting the sera at the following ratio: 

Dilution to 1/10 with NaCl solution when the serum is to be 

heated at 85° or 90°C for 30 minutes, 

Dilution to 14 when the serum is to be heated at 70-75°C, 

Dilution to 4% when it is to be heated at 60-65°C. 

From the immune sera, thus heated, 0.9 ee. was taken in each 
of three tubes, and 2 drops of 5% emulsion of the corresponding 
erythrocytes were added to each tube. For instance, when the 
immune serum of rabbits injected with human erythrocytes was 
employed, the emulsion of human erythrocytes was added. The 
tubes were left for six hours at room temperature, in the ice box, 
or in the incubator at 37°C respectively. 

As control, the erythrocytes suspended in the physiological 
saline solution were placed at the same temperatures for the same 
length of time. 

The degree of hemolysis in each tube was examined at the end 
of 6 hours. 

The results are shown in tables I and II. 

As will be seen in the tables given, no trace of hemolysis 
occurs in the serum heated at 60° and 65°C, even if the test tubes 
are exposed at any temperature. 

In this respect, the immune serum of rabbits, injected with 
the human erythrocytes, is quite the same as that of rabbits 
immunized against the blood corpuscles of chicken. No immune 
serum of rabbits injected with human erythrocytes causes the 
hemolysis at room temperature or at 387°C, even if it has been 
heated to any degree of temperature. But the immune serum of 
rabbits injected with chicken erythrocytes causes a weak hemolysis 
at 22°C when it has been heated at 75-90°C, though no hemolysis 
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TABLE I, 


Cold hemolysis by the heated immune serum of rabbits injected 
with human erythrocytes. 


Rabbits’ Tubes were placed Heating temperature (C) Contrast 
number at temperatures (C) 60° | 65° | 70° | 75° | g0° | g5° | 90° (NaCl) 
No. 27 Incubator (37°) tere Ns ||| ng | _ 
After the Ist | Room temp. (22°) | — | — -;|—|]-|]- - 
we aaa Ice box (5°) ee cout = Shea tal aula nl ese = 
Noss Incubator (37° ) =) Se = a ee ee — 
After the 2nd Room temp. (22°) a, i = — — = = = 
nee Tee box (5°) la elles eu = | Se ilar - 
Incubator (37°) —/|—|]-|- yh = 
Control 5o° Re 2) andl ewe eee che 
(Norm. serum) Room temp. (22°) 
Tee box (5°) te ee i en - 
TABLE IT. 
Cold hemolysis by the heated immune serum of rabbits injected 
with chicken erythrocytes. 
Rabbits’ Tubes were placed Heating temperature (C) Contrast 
number at temperatures (C) 60° | 65° | 70° | 75° | g0° | 85° | 90° (NaCl) 
No. 100 Incubator (37°) So - 
After the 2nd Room temp. (279) at = a + — — — — 
injection ia 
Tee box (5°) Sa asl sie she sist lech hae = 
No. 69 Incubator (37° ) —j/—-{;-J=-}-—-]/-]-=+ _ 
After the 3rd | Room temp. (22°) |—|-|-—]+]+]+4+]+ 2 
injection 2 
Tee box (5° ) | me] he i | ap tae ot a a. 
Incubator (37° ) -/—-};—-] -}] -{[-] - _ 
Control ° sa ‘s 
(Norm. serum) Room temp. (22°) | — | — | — pra eh Poa 
Tce box (5°) ee et eee Sle se he = 
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takes place at 37°C. The hemolysis by the immune serum against 
chicken erythrocytes heated at 75-90°C is very strong when the 
test tubes have been placed in the ice box (5°C). The strongest 
hemolysis is seen in the anti-chicken-erythrocytes serum, when it 
has been heated at 75—-80°C, and the test tubes have been exposed 
at-o- C. 

This experiment has been repeated several times and the same 
results have always been obtained. 

In short, it has been proved that both of the above mentioned 
immune sera of rabbits manifest a power of hemolysing the cor- 
responding erythrocytes at temperatures lower than 22°C, when 
these sera have been heated at 75-90°C for 30 minutes. 

The lower the temperature at which the erythrocytes suspended 
in the heated serum have been exposed, the stronger this peculiar 
sort of hemolysis. And no hemolysis takes place if the test tubes 
have been placed at 37°C, at least in the course of 6 hours. (If 
the erythrocytes are stored too long, hemolysis occurs as a result 
of various other factors.) 

The hemotoxin which causes this peculiar hemolysis does not 
require the existence of hemolytic complement in the least, in 
manifesting its action upon the erythrocytes. 

The objection which might be raised in this respect, that some 
trace of hemolytic complement may remain in the heated serum, 
and may cause the destruction of erythrocytes with the aid of the 
immune hemolytic amboceptor, can be contradicted by the fact 
that the power of cold hemolysis does not manifest itself in the 
immune sera which have been heated at 60-65°C for 30 minutes. 


II. Relationship between the length of heating hour and the 
strength of cold-hemotoxin in the heated serum. 


In the second experiment, I have studied the influence of the 
leneth of the time of heating upon the strength of cold-hemotoxin, 
in order to determine the heat stability of this substance. 

The immune sera employed in the previous experiment have 
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been heated at 75°C, for various length of time, that is 30’, 60’, 90’, 
ete., and to each 0.9 ce. of the heated sera, 2 drops of the emulsion 
of corresponding erythrocytes have been added, and left at various 
temperatures for 6 hours. 

The results are given in table III. 


TABLE III. 
Heat stability of the cold-hemotoxin. 


Experimented Heating hour | Contrast 


Kind of immune serum temporatures(C) es er (NaCl) 


No. 85 Ineubator (37° ) = = = = 

After second injection 
(Serum of rabbit immunized 
with human erythrocytes) | Ice box (5°) ae a Gls = 


Room temp. (22° ) = — — — 


No. 69 Ineubator (37° ) = — - — 
After third injection = 90° 
(Serum of rabbit immunized Room temp. (22°) * Y 7% “z 


with chicken erythrocytes) | Ice box (5°) aie) ate Sa = 


As will be seen in the table, the immune sera which have been 
heated at 75°C, for various lengths of time, showed no perceptible 
difference in the strength of the cold-hemotoxin, indicating that 
this substance can resist, for a pretty long time, the heating at 


ToC. 


Ill. Relationship between the cold-hemotoxin and the 
strength of other immune substances. 

This experiment has been undertaken in order to settle the 
question, whether the strength of the cold-hemotoxin has any 
intimate relationship with the titer of other immune bodies, such 
as hemoagglutinin, hemolysin, ete., and whether this substance 
undergoes any change in its strength in the course of immunization 
of animals. 

For this purpose, the parallel estimation of the titer of hemo- 
agglutinin and homolysin, as well as the strength of the cold- 
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hemotoxin in the serum obtained before each injection of the antigen 
erythrocytes in the course of immunization was carried out. 
In the normal rabbit serum, the strength of the cold-hemotoxin 
jis usually very weak, and sometimes the cold-hemolytic power of 
the heated serum fails entirely against some sorts of erythrocytes. 
These circumstances of normal sera will be described later 
again in detail. 
The titer of hemoagglutinin has been determined by adding 
2 drops of 5% emulsion of erythrocytes to 0.9 ec. of the gradually 
diluted sera and the strength of the immune hemolysin has been 
estimated by adding 2 drops of 5% emulsion of blood cells as well 
as 0.4 cece. of complement serum of guinea pigs (diluted to 1/15) 
to 0.5 ec. of the gradually diluted series of immune sera. 
The results are shown in tables IV and V. 


TABLE IV. 
Parallel estimation of the titer of agglutinin, hemolysin and the 


cold-hemotoxin in the course of immunization of rabbits 
with human erythrocytes. 


Before After the After the After the 
‘ injection 1st inject. 2nd nject. 3rd inject. 
Rabbits? Jao ee 
number Nese ies ad Heating temperature (C) 
oe 80° 1h 80° (ey 80° Tees Oa 
Agee Sin eA ee es 128-74... 1000) A. ...116000 
Jalna Wee Oe ite be teeete ARM dals 25h 320 | H....1280 
Incubator = = = = = = = _ 
No. 27 Room temp.| — = = = = = a = 
Ice box = F aT ar = = = = 
Aree ae Sr Ate re cigs yt || Ween se 500 | A....1000 
EL roles TOS |G Grerse. A OPE eran poh ONE Wed 8 Benes. 3 640 
Incubator = = - — — —_ = a 
. No. 85 Room temp.} — = = ay = = = = 
Ice box = = = = ete a = = 


Note: A=Titer of hemoagglutinin 


| H=Titer of hemolysin 


= as 7 ++ aby sth; a a = = xO, 90T 
— — + + ee ae <= = — _ ‘dute} ul0oy 69 ‘ON 
= = = = = as a = — — LOyeqQNdUT 
osst ‘Ht | oO" | 6ge ad OF oe rt 
GHOSE: “Vo 0006" °F -1 OOOR VP OL UV 8 eeeye 
— = at te Ht tH + +t tr tr = + XO VOT 
= a a5 2 a0 th = = + SE = “duro UL0Oe, OOT “ON 
= = = = Se ae 4h = Ee ces =e = s royeqnouy 
E 
Z 
é sey?) | Depo | One OR | og H| or’ 
3 0008 Vv | N00 v7 0006 7, Wi 9a. — Sf StS a EL geo oh 
i 
08 oGh 008 oGk 008 oGL 008 oh 008 oGL 008 oGh 
(0) 
(QO) emyviodure, suryVoy ainjzer9du194 TO(UaNt S}IQqVy 
SUT4S9 
*qgoofut °G “qooCul “F ‘yooluL “Eg “qoolut *g “goo UL *T tmotzo0 FUL 
oY} 14S V ot} 104 FV aq} 104FV oy} 10S V oY} LO} FV 9L0FOT 


300 


‘soy£d0ryyATO WoysTyD YL 
S}Iqqva JO WOTPVZIUNMUML FO 9s{no0d oY} UL UTXO}OUTOT[-P[O9 
YI puvx uiskomoy “UruTyN{SSvomoy FO 1041} oY} FO WOrpeUuatyso [O[[VIE 


"A aTavy 


A Cold-Hemotxin, newly discovered in heated serum. 301 


As will be noticed in the tables, when rabbits are injected 

with the erythrocytes of man or chicken, the strength of the cold- 
- hemotoxin is augmented already after the first injection of antigen, 
and the highest value of the cold-hemolytic power is obtained 
generally after the second or the third injection. 

It is a very interesting fact that the enhancement of the cold 
hemolytic power of serum during immunization does not last very 
long. Even in the longest case, in my experiments (rabbits No. 
60 and No. 100), it has continued only until after the fifth injec- 
tion of antigen and in some eases (rabbit No. 27) it has disappeared 
already after the second injection completely, in spite of continuous 
immunization of the animals. 

Now, it is a well known fact that the production of antibodies 
such as hemoagglutinin, hemolysin ete. is influenced by various 
factors such as the quantity and the sort of injected antigen, the 
individuality of immune animals, ete., but the strength or the 
titer of the produced antibodies reaches sooner or later the 
maximum value, and the titer of antibodies does not go higher 
than this limit, even if the injection of antigen is continued. 

When the injection is continued further, the titer is reduced 
gradually in most cases, whereas in some cases the strongth of 
antibodies remains unchanged for some period of time. 

In my experiments, described above, the titer of agglutinin 
and hemolysin has been raised rapidly and continuously up to 
the fourth or the fifth injection of antigen. It may be said there- 
fore that the titer of these antibodies does not yet reach the 
maximum or the highest value. On the contrary, the cold- 
hemotoxin acquires its maximum strength already after the second 
or the third injection of antigen, and disappears promptly, there- 
after, already at the stage of immunization where the production 
of hemolysin and agglutinin is still vigorously going on. 


IV. Adsorbability of the cold-hemotoxin. 


This experiment has been performed with the object of deter- 
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mining the question whether the cold-hemotoxin can be absorbed 
by the blood cells in the same way as in the case of other antibodies. 

For this purpose, I have diluted the immune serum to 4 
with the physiological saline solution, heated for 30 minutes at 
75°C, and added one drop of 100% emulsion of erythrocytes to 
1.0 ce. of the heated serum. After the mixture was placed in the 
ice box for 30 minutes, it was centrifuged, and the clear super- 
natant fluid was examined as to its cold-hemolytic power, 

As a control test, the heated serum not previously treated 
with the erythrocytes, was experimented on the same way. 

As is shown in table VI, I could not demonstrate the 
absorbability of cold-hemotoxin in this experiment. Nevertheless, 
I do not believe that this experiment excludes the absorbability 
of the cold-hemotoxin. 


TABLE VI. 


Absorption of the cold-hemotoxin with blood-corpuscles. 


: Kinds of Rabbits’ Testing Caitrack After 
immune serum number temperature (C) adsorption 
Incubator = = 
No. 27 Room temp. (22° ) = =: 
Serum immune Tee box “3 su 
against human 
blood-corpuscles Thenbater LS, = 
No. 85 Room temp. (23°) - = 
Tee box aie a 
Incubator _ = 
No. 100 Room temp. (22° ) + + 
Serum immune Ice box a7 te 
against chicken 
blood-corpuseles Tcabstor se hid 
Novi Room temp. (22°) ats 28 
Ice box sp ate 
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I believe, on the contrary, that the cold-hemotoxin must be 
absorbed away from the serum by treating it properly with the 
erythrocytes, because, as will be described in the next reports, the 
adsorption could be accomplished in the case of cold-hemotoxin in 
the heated normal sera. 

The negative results in the present experiment were probably 
due to the insufficiency of the amount of erythrocytes employed. 

I will repeat this experiment later and confirm my assump- 
tion as soon as experimental materials have been prepared. I 
have described this experiment here, notwithstanding the negative 
results, so that others may not repeat the same course. 


V. Specificity of the cold-hemotoxin. 


No strict specificity can be demonstrated in the action of the 
cold-hemotoxin. In other words, the cold-hemotoxin in the heated 
immune serum destroys not only the sort of erythrocytes that have 
been injected as antigen, but also the blood cells of other kinds. 

The immune serum of rabbits which have been injected with 
the erythrocytes of chickens shows some degree of specificity in 
its cold hemolysis; that is, the heated serum destroys only chicken 
erythrocytes, and not those of rabbits, man, cattle, guinea pigs, 
ete. 

On the contrary ,however, the immune serum of rabbits which 
have been injected with the human blood cells, can hemolyse, when 
heated at suitable temperature, not only the blood cells of man, 
but also the chicken erythrocytes. The blood cells of cattles and 
euinea-pigs, also are destroyed by the latter immune serum, though 
in a weaker degree. 

Table VII and VIII show these relationships. 


VI. The fractions of serum protein and the cold-hemotoxin. 


In order to determine, in what fractions of serum protein this 
hemolytic substance exists, I have performed the following experi- 
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TABLE VII. 


Specificity of the cold-hemotoxin in the immune serum of rabbits 
injected with human erythrocytes. 


Kinds of erythrocytes 
ees Testing 
eae temperature Bones je he © S Contrast 
number ROE ee ee iy a 2 xp | (NaCl) 
kc) Slee [ee |) feo) a eae 
~ as] CU} I 
BJ a |e +8 | 2 |e 
Incubator = = _ — = = = 
No. 27 Room temp. = = — ae — _ 
Ice box - s=3 — +e = + = 
Incubator — = = t: = == ~~ 
No. 85 Room temp. = = — +- = ets 
Ice box ats = - + + + = 
Taste VIII 


Specificity of the cold-hemotoxin in the immune serum of rabbits 
injected with chicken erythrocytes. 


Kinds of erythrocytes 
. Testing 
Rabbits Al n n qt Contrast 
t ratur ox = § 
number eG) ee “4 ag 2 3 a ce # b0 (NaCl) 
Be Ss|/ ac) = 3 eas, 
i Wile ac: a S : 
Incubator = = = = = =< = 
No. 100 Room temp. + = a =! = = a 
Iee box ++ cs Se ts = = aa 
Incubator os = — a ors = a 
No. 69 Room temp. i _ — _ = = - 
Ice box 4th = = as a = 3 


ments, employing the rabbit serum immunized with chicken 
erythrocytes. 

A). Serum treated with COs. To 2.0ce. of the immune 
serum of rabbits, were added 8.0 ce. of aqua distillata, and after 
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carbonic acid from Kipp’s apparatus was led into it, until the 
precipitate no longer increased (about one-half hour). The pre- 
cipitate was then separated by centrifuging from the albumin part 
(pseudoglobulin + albumin). The precipitate consists solely of 
euglobulin. It was dissolved in the physiological saline solution 
of 5 times of the original volume of serum, and the albumin part 
(supernatant fluid) was made isotonic by adding erystalline salt. 

Both of the two fractions were heated for 30 minutes at 90°C. 
And to each 0.9 ee. of the heated fraction 2 drops of 5% emulsion 
of chicken erythrocytes were added and placed the one in ineubator, 
the other at room temperature, and the third in ice box for 6 hours 
respectively. As is shown in table IX, the cold hemolysis was 
positive only in the albumin fraction in the ice box and other 
tests were ali negative. 

From this experiment, it may be concluded that the hemolytic 
substance exists in the albumin fraction of serum. 


TABLE IX. 
The fractions of serum separated by COz method and the cold-hemotoxin. 


Fraction of serum protein 
: Testing Contrast | Contrast 
Pee temperature ; Englo- (unheated | (unheated 
(C) Albumin | “yutin A+@Q | albumin) | globulin) 
fraction fenets 
raction 
No. 20 Incubator = oS = = = 
After the Room temp. = _ = = = 
1st. inject. Tee box we = a = 2 
No. 69 Incubator = _ = = = 
After the | Room temp. = — — = = 
1st. inject. Tee box ae = 2 = = 


B). The fractions of serum protein separated by means of 
ammonium sulphate. For the purpose of fractioning the serum 
protein an equal volume of saturated solution of ammonium sul- 
phate was added to 2.0 cc. of the immune rabbit serum, and, after 
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a short time, the mixture was centrifuged. The supernatant liquid 
is the albumin fraction and the precipitate is the globulin fraction. 
The latter was dissolved in about 5.0 cc. of aqua distillata. Both 
fractions were dialized for the elimination of salts, i.e., the two 
portions were poured into ecollodion husks and kept in running 
water for a day. The solutions of the dialized fractions were then 
made isotonic by the addition of concentrated saline solution, 
making up their volume to 5 times the original volume of serum. 

Both the albumin- and the globulin-portions thus obtained 

were examined as before. 
~The results of this experiment were always negative. 

Neither the albumin- nor the globulin-fraction manifested 
the cold-hemolytic property. Such results may be due to the fact 
that this hemolytic substance is destroyed by the addition of 
ammonium sulphate. 

In the next experiment, half the volume of saturated 
ammonium sulphate solution was added to 5.0 ce. of the immune 
serum (14 saturation). Then the mixture was centrifuged. The 
precipitate is the euglobulin fraction. 

To the clear supernatant fluid (alubumin-+ pseudoglobulin) 
the saturated solution of ammonium sulphate was added to the 
half saturation, and again centrifuged. The precipitate thus 
obtained is the fraction of pseudoglobulin, and the fluid portion 
is albumin. Each fraction was dialized and made isotonic as 
before. 

These fractions were heated and examined as to their property 
of cold hemolysis, but none of them manifested the cold hemolytic 
power. 


VII. Immune sera, other than those so far mentioned, 
and the cold-hemotoxin. 
As is described above, the serum of rabbits immunized against 
human, as well as chicken, blood-corpuscles manifests a peculiar 
sort of hemolysis when heated at suitable temperature. 
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Similar experiments were performed with the immune sera of 
rabbits, injected with the erythrocytes of other animals, such as 
cattle and guinea pigs. 

But the production of the cold-hemotoxin could not be obtained 
in these cases, though the immune hemolysin in a general sense, as 
well as the immune hemoagglutinin, were markedly produced. 


SUMMARY. 


1. When immune sera of rabbits, injected with human or 
chicken erythrocytes, are heated at 75-90°C for 30 minutes, there 
occurs a peculiar power in the heated sera; that is, the heated 
serum destroys the erythrocytes at low temperatures, while it is 
innocuous to them at 37°C. For this peculiar sort of cold hemolysis, 
the aid of the hemolytic complement is not necessary. 

2. The appearance of the cold hemolytic power in the heated 
immune sera is conditioned by the degree of the heating tempera- 
ture, 1. e., in the case of rabbits’ immune sera, it is entirely negative 
in the immune sera heated at 60° and 65°C, and only a trace of 
hemolysis occurs in the serum heated at 70°C, the strongest cold 
hemolysis takes place in the serum heated at 75°C and 80°C, and 
further degrees of heating temperature (85-90°C) weaken the 
property of cold hemolysis of heated sera. 

3. The temperature at which the hemolytic agent in the 
heated serum reacts with erythrocytes is the most characteristic. 
The lower the temperature, the stronger the hemolysis which takes 
place in the heated immune sera. The most part of th heated 
immune sera destroys the added erythrocytes only in the ice box. 
And the hemolysis is very weak and rare already at room tempera- 
ture. 

4. The production of the cold-hemotoxin does not go parallel 
with that of other immune bodies, such as agglutinin, hemolysin, 
ete.. The strength of the cold-hemotoxin is the greatest after the 
second or the third injevtion of antigen erythrocytes, and decreases 
thereafter. 
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It disappears or comes to normal level after the fifth injection 
at the latest, though the titer of hemoagglutinin and hemolysin 
is still going up at this stage of immunization. 

5. The cold-hemotoxin in the immune serum of rabbits, 
injected with chicken erythrocytes, shows a specificity as to its 
action; that is, it reacts only against chicken erythrocytes. 

The cold-hemotoxin in the serum of rabbits injected with 
human erythrocytes, however, does not show such a strict specificity, 
and hemolyses not only the human blood cells but also the chicken 
erythrocytes in a fairly strong degree, and those of cattles and 
euinea pigs in a slight degree. 

6. When the serum protein is separated into fractions by 
means of COs-method, the cold-hemotoxin comes in the albumin 
fraction. 

I wish to express my indebtness to Prof. K. Yamakami for 
the guidance and encouragement which he has extended to me in 
carrying out these experiments. 
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EINE KRITIK DER NAKAGAWA-FUJIKAW ASCHEN 
ROTEN MIKROBESTIMMUNGSMETHODE DER 
GALLENSAUREN IN DER GALLE. 
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ISAMU SAKAMOTO unp HOSABURO FUJIKAWA. 
(Aus der Medizin. Klinik der Kaiserlichen Universitdt zu Sapporo. 
Vorstand: Prof. Dr. 8S. Nakagawa.) 


(Eingegangen am 20. Januar 1931) 


HKINLEITUNG. 


Die Gallensaduren sind schon seit langer Zeit auf verschiedene 
Weise quantitativ bestimmt worden. Die dabei angewandten 
Bestimmungsmethoden kann man nach ihrem Prinzip folgender- 
massen einteilen : 

1. Gravimetrische Methoden: Huppert Neucommon, 
Hoppe-Seyler, Corftan, Stadelmann, Goodmann, Spiro 
und v. Bergmann(1903) haben sich bemiiht, die Gallensauren 
chemisch rein und quantitativ zu isolieren und dann gravimetrisch 
zu messen. Diese Methode ist fraglos die idealste, aber bis jetzt 
ist es niemandem gelungen, die Gallenséuren einwandfrei chemisch 
rein und quantitativ zu isolieren. 

2. Stalagmometrische Methoden: Seitdem Haycraft und 
Hay die Tatsache angegeben hatten, dass die Gallensauren aussert 
oberfiachenaktiv sind, haben zahlreiche Forscher, wie Haycraft 
und Hay, Lepehne (1922) u.a. diese Higenschaft zur quanti- 
tativen Bestimmung der Gallenséuren anzuwenden versucht. Diese 
Methode hat sich aber bald nachher als fehlerreich erwiesen, weil 
die Oberflachenaktivitaét nicht fiir Gallensduren allein spezifisch, 
sondern sehr vielen anderen Substanzen gemeinsam ist. Es kommt 
deswegen die chemisch reine und quantitative Isoherung der Gallen- 
sduren in erster Linie in Frage, welche aber, wie schon oben 
erwadhnt, bis jetzt fast unmoglich war. Gondaira in unserem 
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Laboratorium hat ebenfalls eine Methode in dieser Richtung mittels 
des Du Nouyschen Tensiometers auszuarbeiten versucht, aber ohne 
Erfolg. 

3. Kolorimetrische Methoden: Die Farbenreaktionen sind 
schon lange als die Pettenkofersche Reaktion und ihre zahl- 
reichen Modifikationen wohl bekannt. (Pettenkofer, Mylius 
(1887), Udransky(1888), Ville und Derrien, Hammersten, 
Inoue und Ito0(1908), Jolles(1908), Herzfeld und Hammerli 
(1924), Paul Szilard (1926), Aldrich und Bledsoe(1928), 
Gregory und Pascoe(1929). Diese kolorimetrischen Bestim- 
mungsmethoden sind, obwohl sie am einfachsten auszufiihren sind, 
doch reich an Fehlerquellen: erstens ist die Farbenreaktion nicht 
ganz spezifisch fiir Gallenséuren, und zweitens benotigt es deswegen 
einer reinen und quantitativen Isolierung der Gallensauren. 

4. Gasometrische Methode: Foster und Hooper (1919) 

haben als erste eine neue Methode nach einem ganz anderen Prinzip 
_ausgearbeitet, indem sie die gekuppelten Gallenséuren unter Mit- 
wirkung der Alkalien spalteten und die frei gewordenen Amino- 
sauren nach van Slyke gasometrisch massen. Aus der Menge der 
freigewordenen Aminosiuren haben sie die gekuppelten Gallen- 
sauren umgerechnet. Rosenthal und Lauterbach(1924) haben 
nach demselben Prinzip eine andere Methode ausgearbeitet, indem 
sie die frei gewordenen Aminosdéuren nur kolorimetrisch be- 
stimmten. Diese Methode ist als theoretisch einwandfrei anzusehen ; 
aber sie ist sehr zeitraubend auszufiihren und brauchbar nur bei 
einer grossen Menge von Ausgangsmaterial. 

5. Bestummung durch Fluoreszenzreaktion: Raue(1926) hat 
vor einigen Jahren, auf Grund der Tatsache, dass die Gallensiuren 
unter Einwirkung der konzentrierten Schwefelsaure sehr schdne 
Fluoreszenz zeigen, eine andere Methode ausgearbeitet. Man 
bestimmt bei dieser Methode die maximale Verdtinnungszahl, bei 
der noch eben merkbare Fluoreszenz beobachtet wird, und rechnet 
daraus die Gallensdurenmenge um. Die Methode kann also nicht 
als eine quantitative Bestimmung, sondern bloss als annahernde 


Mikrobestimmuresmethoden der Gallensiuren in der Galle. 311 


Schatzung gelten. 

Erst neuerdings hat Prof. Nakagawa(1930) mit seinen Mit- 
arbeitern Kumekawa und Gondaira eine griine kolorimetrische 
Bestimmungsmethode ausgearbeitet. Da an ihr noch einiges zu 
wunschen tbrig war, hat er dann mit Fujikawa(1930) eine ver- 
besserte rote Methode veréffentlicht. Diese beiden Methoden sind 
sehr einfach und in sehr kurzer Zeit auszufiihren und zwar mit 
einer geringen Menge von Ausgangsmaterial. Deswegen haben wir 
in dieser Arbeit die Foster-Hoopersche, die Rauesche und die 
Nakagawasche griine und rote Reaktion verglichen, mit der 
Absicht zu priifen, ob wie sehr einfach ausfiihrbare Nakagawasche 
rote Reaktion in der Tat praktisch anwendbar ist. 


V ERSUCHSERGEBNISSE. 


A. Versuche mit menschlichem Duodenalsaft. 


Ks wurden morgens niichtern mittels Duodenalsonde sogenannte 
A- und B-Gallen ausgehebert, beide zusammengemischt und damit 
die Gallenséuren nach den oben genannten vier Methoden bestimmt. 
Die Gallensiuren sind in dieser Arbeit des Vergleichs halber alle 
in glykocholsaurem Natrium angegeben. 

Zuerst haben wir mit Gallen gearbeitet, die Gesunden oder 
jedenfalls nicht Leber-Gallenwege-Kranken entnommen waren. 
Die Resultate sind in Tabelle I zusammengestellt. 

In der Tabelle sind nicht nur die Milhgramm-Prozente der 
Gallenséuren, sondern daneben auch die einfachen Prozentzahlen 
angegeben, um die Vergleichung tibersichtlicher zu gestalten, wobei 
sie auf die mit der Foster-Hooperschen Methode gewonnenen 
Werte (als 100%) umgerechnet sind. 

Aus der Tabelle ersieht man, dass nach der Rauescher Methode 
das Maximum 120%, das Minimum 86.5%, der Durchschnitt 
100.7% betragt, wihrend nach der Nakagawaschen roten Methode 
das Maximum 104%, das Minimum 89.2%, der Durchschnitt 
100.5% ist. Hiernach kann man wohl sagen, dass die Rauesche, 
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TABELLE I. 


Gallensiiure (glyokochol. Na.) 


(Foster-Hooper 


(mg %) als 100 %) 
Diagnose 
Raue ean rote R.| Foster | Raue grime rote R. 
gesund — | .848.0| 992.0 | _ 987.0 = 58.9 | 100.5 
83.3 | 86.01 87.0/ 801] 104.0 | 104.5 | 108.6 
Darmkatarrh | 3539 048.0] 3420| 3421] 973 | 72.5 | 100.0 
100.0! 802] 1030] 1157] 994 | 770] 892 
Neurasthenie~ + jong 00 | 920) gaol teen) seeun aes 
667.5 | 318.0] 696.0] 7039] 901 | 402) 98.0 
goed 500.0 | 400.0} 496.0} 482.6] 1031 | $3.9 | 102.9 
250.0 | 248.0| 240.0| 240.7} 103.9 | 103.0 | 103.0 
333.31 325.0| 345.0| 3402] 90.8 | 90.5 | 101.0 
417.0 | 258.0 | 444.0] 4303] 968] 62.0 | 103.0 
* 417.0 | 235.0! 360.0] 3402] 1222 | 69.0 | 105.9 
1rner- 
weichung 208.3 | 200.0} 202.0] 202.0] 1029 | 99.0 | 100.0 
333.3 | 295.0] 360.0| 3630] 918 | 893 | 991 
250.0} 204.0| 282.8] 2828] 883 | 722] 99.8 
1500.0 | 1530.0 | 1548.0 | 1568.5 | 95.9 | 97.5 | 99.0 
583.0 | 472.0| 560.0; 5488] 1032 | 986.0 | 102.0 
667.0 | 640.0| 656.0 | 646.8| 103.1 | 100.0 | 101.4 
Tabes dorsalis 208.3 179.0 198.0 190.0 109.0 94.5 104.0 
1666.0 | 1760.0 | 1800.0 | 1809.0] 92.0 | 97,2 | 99.5 
83.3 | 71.0] 83.0; 848] 98.0 | 83.7 | 97.7 
Durchschnitt: 100.7 83.2 100.5 
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die Nakagawasche rote und die Foster-Hoopersche Methode 
ziemlich gut iibereinstimmende Resultate zeigen. Im Gegensatz 
dazu zeigt die Nakagawasche griine Reaktion im allgemeinen in 
der Galle zu niedrige Werte, was ihn eben, wie er schon in seiner 
Mitteilung betonte, zu einer Verbesserung der Methode veranliess. 

Die Foster-Hoopersche Methode gibt die Werte der ge- 
kuppelten Gallensauren an, gleichviel, ob die Aminosiuren an Chol- 
saure oder an Desoxycholséure gebunden sind. Die rote und die 
grtine Reaktion sind nach der Angabe der Verfasser Reaktionen 
der Cholséure ; die Desoxycholsdure reagiert gegen die Methode viel 
schwacher oder nicht. Anderseits wird jetzt angenommen, dass 
Desoxycholséure in der menschlicher Galle normalerweise vor- 
kommt. Wenn dies der Fall ware, so kobnnte man voraussehen, dass 
die Werte der griinen und der roten Reaktion etwas geringer sein 
sollten wie die der Foster-Hooperschen. Dies war aber nicht 
der Fall bei der roten Reaktion. Die Frage, warum nur die griine 
Reaktion fast immer zu niedrige Werte zeigt, kann man _ nicht 
beantworten; man kann nur einerseits das etwaige Vorhandensein 
unklarer hemmender Substanzen in den Gallenextrakten annehmen, 
oder anderseits vermuten, dass die Gallensauren unter irgend- 
welchen Bedingungen ihre Struktur verandern, sodass sie gegen 
die griine Reaktion nicht mehr oder viel schwacher reagieren. 
Deswegen haben wir weitere Untersuchungen mit Galle, welche aus 
an Leber- oder Gallenwege-Krankheiten Leidenden gewonnen war, 
angestellt, unter der Voraussetzung, dass die Gallensauren bei 
Krankheiten in pathologisch verindertem Zustande ausgeschieden 
werden konnten. 

In Tabelle II haben wir die Resultate zusammengestellt, welche 
mit Galle von Leber-Gallenwege-Kranken gewonnen sind. 

Aus der Tabelle sieht man, dass die griine Reaktion ebenfalls 
za niedrige Werte zeigt, wahrend die rote Reaktion und die Raue- 
sche Methode fast immer zu befriedigenden Resultaten kommen. 
Wir konnten also gar keinen Unterschied zwischen gesunden und 
pathologischen Gallen feststellen. 
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Gallensiuren (glykochol. Na.) (Foster-Hooper 
(mg %) als 100 %) 
Diagnose 
Raue hee rote R.| Foster Raue erine rote R. 
750.0 712.0 744.0 774.9 96.7 91.8 69.0 
500.0 444.0 456.0 485.5 112.9 91.4 93.9 
333.0 336.0 BYARO) 371.6 92.1 92.9 103.7 
833.0 752.0 752.0 824.5 111.0 91.2 91.2 
@allen: 166.0 152.0 166.0 160.4 100.3 94.7 100.3 
steinkr. 58.3 61.5 61.5 62.3 93.5 98.7 98:7 
83.0 83.2 86.0 86.3 96.2 66.5 99.7 
500.0 504.0 525.0 522.8 95.6 56.4 100.4 
750.0 612.0 708.0 683.7 109.7 89.5 103.5 
580.0 532.0 590.0 645.5 89.4 82.4 19.4 
250.0 236.0 272.0 263.8 94.7 98.7 103.1 
333.0 281.0 370.0 363,0 64.7 77.4 101.9 
reoAe ty 58.0 | 42.0 | 570.0 57.6 | 1007 | 729 | 999 
417.0 420.0 370.0 394.0 105.8 91.3 93.9 
333.0 304.0 326.0 321.4 103.5 94.5 101.0 
20.8 | unmessb. 16.0 | unmessb. = —— = 
66.7 50.4 63.2 60.2 110.7 83.6 104.1 
Ce \raaaig 68.0 | 1160 | 120.6 96.6 | 563 | 961 
83.3 64.8 79.4 80.4 103.6 80.5 98.7 
75.0 30.6 33.9 | unmegssb. — oH _ 
166.0 130.0 135.0 129.2 128.4 100.6 104.5 
133.0 136.0 137.0 139.6 95.2 97.4 98.1 
33.0 27.2 20.0 20.2 163.3 85.1 99.0 
Chole: 116.0 82.5 95.0 98.8 117.4 92,6 95.1 
cystitis 100.0 83.0 90.0 100.5 99.5, 82.5 89.5 
50.0 40.0 41.0 40.2 121.6 99.5 101.9 
125.0 90.0 122.0 121.3 103.0 T4.1 100.5 
50.0 48.0 50.0 40.2 124.3 121.8 124.3 
250.0 108.0 248.0 211.5 118.1 51.0 ua gai 
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166.6 128.0 — 169.0 200.1 83.2 63.9 84.4 

25.0 16.6 31.0 20.0 124.9 82.9 154.9 

100.0 69.6 99.2 80.0 125.0 87.0 124.0 

Chole: 16.6 | unmessb. 12.5 | unmessb. _ — _ 
cystitis 

25.0 | unmessb. 27.0 | unmessb. = = = 

75.0 57.0 60.0 60.5 123.8 94.2 99.0 

75.0 67.0 66.0 60.3 124.3 atlas 109.4 

417.5 450.0 453.0 439.4 94.9 102.4 103.1 

208.0 240.0 240.0 239.6 86.8 100.0 100.2 

1000.0 948.0 996.0 948.6 105.3 93.8 105.0 

1000.0 752.0 760.0 918.6 108.8 81.5 82.7 

Pavariuas 750.0 732.0 900.0 897.9 83.5 81.5 100.2 

580.0 544.0 524.0 591.6 98.0 91.9 88.5 

666.0 664.0 664.0 643.3 103.6 34.8 93.8 

333.0 256.0 300.0 327.2 97.7 112.2 108.2 

133.0 94.0 114.0 120.3 110.5 78.1 94.7 

133.0 126.0 152.0 154.3 86.3 81.6 98.4 


B. Versuche nuit Hunde- und Kaninchengalle. 


Bei der Galle, welche aus Gallenblase oder Choledochusfistel 
von Hunden gewonnen ist, zeigen die griine und die rote Reaktion 
fast immer mit der Foster-Hooperschen Methode gut tiberein- 
stimmende Werte, wie aus Tabelle III ersichtlich ist. 


TABELLE III. Hundegalle. 
ee eee Na.) Roster: docper als100 % 
Nr. & 

Raue | griine R.| rote R.| Foster | Raue | griine R.| rote R. 

1 — - 4352.0 4636.0 | 4343.8 — 100.5 106.0 
2 — 4320.0 4634.0 | 4343.8 = 99.8 106.0 
3 — 2152.0 2192.0 | 2171.9 = 99.3 100.6 
4 7500.0 7560.0 7560.0 | 7239.6 | 103.6 104.2 104.0 
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Bei Kaninchengallen verhalt es sich aber ganz anders. Mit 
der griinen Reaktion erhalt man immer zu niedriger Werte, und 
ausserdem ist die Farbennuance manchmal nicht ganz identisch mit 
der Standardfarblosung, was die Farbenvergleichung erschwerte. 
Die rote Reaktion fallt, obwohl sie hohere Werte als die mit der 
eriinen Methode erhaltenen zeigt, auch immer zu niedrig aus. Die 
Rauesche Reaktion zeigt deshalb, mit der Foster- Hooperscher 
Methode vergleichen, die am meisten annahernden Werte. 

Aus diesen Ergebnissen kann man schliessen, dass die griine 


TABELLE IV. Kaninchengalle. 


Gallensiuren = glykochols. Na.) (Foster als 100 %) 
Nr. g %) 
Raue | griine R.| rote R.| Foster | Raue | grine R.| rote R. 
iE 250 96 238 261 97 | 369 91.2 
2 208 132 196 199 | 104 66.9 58.3 
3 292 152 270 262>1 103/51. S88 96.3 
4 333 77 180 362 92.2 | 214 49.8 
5 166 unmessb. 162 179 93 | —_— 90.3 
6 125 Py 111 119 | 104.7 | = 93.5 
7 — =! 50 58 ae — 86.3 
8 125 5 69 77 | 162 | = 89.5 
9 15 : 71 77 i 92 
10 333 8.6 312 345 96.2 2.5 90.5 
fal 166 | unmessb. 55 251 77 | _— 30.2 
12 333 196 385 89.1 | = 50 
13 125 ‘ 95 180 70 _ 53 
14 120 , 50 182 65.9 — 27.4 
15 166 : so | 232 71s pin pelahces 34 
16 333 ‘- 189 423 79 = 44.6 
17 208 - 126 222 93.4 = 56.6 
18 333 50 145 351 86.8 14.2 41.3 
19 100 25 58 120 93.3 28.3 48.3 
20 125 30 100 135 93.3 22.2 73.3 
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und die rote Reaktion fiir Kaninchengalle ganz unbrauchbar sind, 
wie die Erfinder der beiden Methoden in ihren Beschreibungen 
schon betont haben. Dies kommt wahrscheinlich daher, dass in 
der Kaninchengalle sehr viel Desoxycholsaéure enthalten ist. 


SCHLUSSFOLGERUNG. 


Die Foster-Hoopersche Methode ist fiir die quantitative 
Bestimmung der gekuppelten Gallenséuren in der Galle zweifellos 
zur Zeit die idealste, aber sie ist nicht einfach, sondern nur mit einer 
relativ grossen Menge von Ausgangsmaterials und ausserdem nur 
sehr zeitraubend auszufiihren. Deswegen ist sie fiir Serienversuche 
mit einer kleinen Menge Material nicht geeignet. Die Rauesche 
Methode gilt als sehr einfach und zwar als eine Mikromethode. 
An dieser Methode haftet aber noch der Fehler, dass sie keine 
quantitative Bedeutung im strengen Sinne besitzt, sondern bloss 
Schatzungswerte gibt. 

Die kolorimetrische Methode ist ohne Zweifel die einfachste, 
aber bei ihr muss man zuerst die Gallenfarbstoffe beseitigen, ohne 
Gallenséure zu verlieren. Dies war friiher eine nicht tiberwundene 
Schwierigkeit. Prof. Nakagawa ist es aber endlich gelungen, diese 
Schwierigkeit zu tiberwinden, indem er einerseits die Gallenfarb- 
stoffe mit Tierkohle entfernt, und anderseits gleichzeitig im alkali-. 
schen Medium die Gallenséuren praktisch vollkommen extrahiert. 
Dureh diese Extraktionsmethode wurde die quantitative kolo- 
rimetrische Bestimmung der Gallensaiuren sehr erleichtert. Aus- 
serdem hat Prof. Nakagawa mit Fujikawa die rote Reaktion 
ausgearbeitet, welche als praktisch fiir Gallensiure (Cholsaure) 
spezifisch anzusehen ist. Die rote Reaktion ist deshalb als ein aus- 
gezeichnetes Mittel fiir die Bestimmung der Gallensauren in der 
Galle zu bezeichnen. 

Bei allen kolorimetrischen Bestimmungen spielt bei der Farben- 
vergleichung die Subjektivitat ohne Zweifel eine sehr grosse Rolle; 
diesen Nachteil teilt die rote Reaktion mit allen anderen kolorime- 
trischen Bestimmungen. Dewegen haben wir bei unserer ver- 
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gleichenden Untersuchung zuerst mit der gritinen und der roten 
Farbenreaktion gemessen und die erhaltenen Werte notiert. Am 
nachsten Tage erst gewannen wir die Resultate mit der Raueschen 
und der Foster-Hooperschen Methode. (Beim Ablesen des 
Gasvolumens bei der Fosterschen Methode spielt die Subjektivitat 
keine so grosse Rolle wie bei der kolorimetrischen Methode.) Wir 
haben auf diese Weise die Werte verglichen, um nicht unbewusst 
die Werte der Kolorimetrie denen der Fosterschen Methode mog- 
lichst nahe kommen zu lassen. Wenn wir trotzdem bei der roten 
Reaktion fast befriedigende Werte bekamen, so beweist dies, dass 
die Methode klinisch brauchbar ist. 

Aus unsern Versuchsergebnissen lisst sich so folgern: 

1. Die Nakagawa-Fujikawasche rote Farbenreaktion 
beweist sich als praktisch brauchbar, obwohl sie sehr einfach und 
in sehr kurzer Zeit auszuftihren ist. 

2. Die Methode kann nur bei menschlicher und Hunde-Galle 
benutzt werden. Bei Kaninchengalle ist sie vollkommen unbrauch- 
bar. 
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UBER DIE NAKAGAWASCHE EXTRAKTIONS- 
METHODE FUR GALLENSAUREN AUS DER GALLE 
UND DEREN THEORETISCHE UBERLEGUNGEN. 


Von 


SATOSU NAKAGAWA unp KOICHI YOSHIKAWA. 


(Aus der Mediz. Klinik der Kaiserlichen Universitat zu Sapporo. 
Vorstand: Prof. Dr. S. Nakagawa.) 


(Hingegangen am 20. Januar 1931) 


I. EQNuerruna. 


Der eine von uns (Nakagawa, 1930) hat kiirzlich mit seinen 
Mitarbeitern (Kumekawa, Gondaira und Fujikawa) eine 
neue kolorimetrische quantitative Bestimmungsmethode der Gallen- 
sauren an menschlicher und Hunde-Galle veréffentlicht, nachdem er 
eine neue Extraktionsmethode fiir Gallensauren ausgearbeitet hatte. 
Diese Extraktion war lange Zeit sehr schwer, wie in einer friiheren. 
Arbeit naher ausgefiihrt. Die Nakagawasche Extraktionsmethode 
beruht darauf, dass sich die Gallenséiuren in stark ammonia- 
kalischem Medium einerseits mit Alkohol extrahieren, und dass 
sich anderseits die Gallenfarbstoffe mit Tierkohle adsorbieren 
lassen. Durch die Alkalisierung des Mediums konnte Nakagawa 
empirisch beweisen, dass diese Extraktion praktisch vollkommen 
brauchbar ist. 

Die Literatur tiber Kohle bei der Gallensaurenextraktion ist 
in der vorigen Arbeit genau besprochen worden. Hier sei nur 
kurz erwahnt, dass man bisher zur Galle oder zum Blute bei natiir- 
licher, ganz schwach alkalischer Reaktion Tierkohle und Alkohol 
zusetzte. Nach Angabe von Wit (1929) soll die Tierkohle unter 
den verschiedenen Adsorbentien am intensivsten zu entfarben 
imstande sein, und zwar besonders kraftig in saurem Medium. 
Jedoch zog Wit nicht in Betracht, ob sich die Gallensauren dabei 
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quantitativ vollig extrahieren liesen oder nicht. Dass die Tier- 
kohle eine nicht zu vernachlassigende Menge von Gallensauren 
sogar bei Gegenwart von Alkohol an sich adsorbiert, ist durch die 
Versuche vieler Forscher schon klar gestellt worden; und deswegen 
haben einige Autoren, wie Raymond Gregory und T. A. Pascoe 
(1929), vollkommen darauf verzichtet, bei der quantitativen Ex- 
traktion der Gallenséuren Tierkohle tiberhaupt zu gebrauchen, oder 
versucht, sich mit Holzkohle (Norit=aktivierte Holzkohle) zu 
beentigen, wie Marie Charlet(1929), trotzdem auch sie bestatigen 
musste, dass Norit ebenso Gallensauren an sich adsorbierte. 

Trotz dieser Misserfolge vieler Forscher ist es Nakagawa 
gelungen, bloss durch starke Alkalisierung des Mediums die Adsorp- 
tion der Gallensiuren an Kohle auf ein Minimum herunterzu- 
drticken und dadurch die Extraktion derselben zu vereinfachen. 
Mit der vorliegenden Arbeit haben wir nun beabsichtigt festzu- 
stellen, wie viel pH des Mediums bei der Extraktion notig ist, und 
weiter zu untersuchen, welche theoretische Bedeutung diese Alkali- 
sierung hat. 


II, WaASSERSTOFFIONENKONZENTRATION BEL HXTRAKTION 
DER GALLENSAUREN. 


Weil es unbedinet notwendig ist, bei der Extraktion der Gallen- 
sauren in alkalischem Medium zu arbeiten, so haben wir erst zu 
bestimmen versucht, wie viel pH dabei nétig und’ am geeignetsten 
ist. Dabei haben wir in folgender Weise verfahren: Man fiigte 
zur Galle erst Ammoniak in steigender Menge und eine bestimmte 
Menge von Alkohol, danach die aliquote Menge von Tierkohle hinzu. 
Aus dieser Lésung haben wir die Gallensiuren mit der Nakagawa- 
schen roten Reaktion bestimmt. Die Tierkohle haben wir in diesen 
Versuchen bloss nach Augenmass in einer gerade fiir die Entfar- 
bung notwendigen minimalen Menge hinzugesetzt, ohne sie gravi- 
metrisch zu messen. Die pH-Messung geschah nach der Gasketten- 
methode vor dem Zusatz der Kohle. 

Aus unseren Ergebnissen lasst sich feststellen, dass die Reaktion 
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TABELLE. I. 


Menschlicher Duodenalsaft je 0.5 ccm. 


Carbo medicinalis Merck beliebig. 


ee : Alkohol ¢ pH 
War. Essigsiure | Ammoniak (abs.) Na. glycochol, Oe eRe 
(gtt) (gtt) (cem.) (mg %) Kohle 
0 unmessbar 7,13 
1/40 1legt — 8,43 
Lia es — 9,35 
1 12,8 9,80 
2 14,8 10,01 
: 3 je 10 14,2 10,12 
4 15,2 10,2105 
5 15,2 10,36 
7 15,2 10,60 
10 15,2 10,71 
10 0 61,0 4,80 
5 143,0 Dek 
tt 0 60,8 5,96 
I 0 0 je 10 160,0 7,15 
0 1 mH IS?) 9,77 
0 3 228,8 10,14 
‘55 228,8 10,30 
10 0 30.8 5,60 
a 0 13,2 6,00 
if: 0 20,0 6,65 
III 0 0 je 15 92,8 9,61 
0 99,2 10,02 
0 108,0 10,27 
0 105,0 10,34 
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bei der neutralen Extraktion sehr schwach ausfiel, wahrend bei der 
alkalischen Extraktion die Werte immer mehr ansteigen, je alkali- 
scher das Medium reagiert, bis zu pH oberhalb 10, und ferner dass 
sie in saurem Medium sehr viel niedriger sind als in der stark 
alkalischen Reaktion. Hierbei scheint es uns sehr paradox zu sein, 
dass die Werte in saurem Medium sehr schwankend ausfallen; die 
Werte steigen nicht parallel ab mit absteigendem pH, sondern fallen 
bald hoch, bald niedrig aus. Das kommt wahrscheinlich daher, dass 
wir in diesen Versuchen die Tierkohlemenge nicht genau gleich, 
sondern nach Augenmass wahlten. Das der Wert im III. Versuche 
ohne Zusatz von Essigsaure oder Ammoniak schon sehr hoch ist, ist 
dadurch zu erklaren, dass der gemessene pH-Wert schon 9,61 
betragt, was darauf beruht, dass der Alkohol schon alkalisch 
reagierte. 

Was die Beziehung zwischen Tierkohlemenge und Adsorption 
der Gallensauren anbelangt, so haben wir mit einer absteigenden 
Menge der Tierkohle ceteris paribus gearbeitet. 

Aus Tabelle II stellt sich heraus, dass die gefundenen Gallen- 
sdurenwerte bei neutraler Extraktion desto niedriger gefunden 
werden, eine je grossere Kohlenmenge beniitzt wird. Im Gegensatz 
dazu sind die Gallensaurenwerte bei der stark alkalischen Extrak- 
tion trotz wechselnder Kohlenmenge fast konstant. Obwohl die 
Werte bei grésserer Kohlenmenge auch hierbei etwas niedriger aus- 
fallen wie bei kleinerer Kohlenmenge, so sind die Unterschiede doch 
sehr klein, wenn man sie mit denen bei der neutralen Extraktion 
vergleicht. Hieraus kann man schlessen, dass das alkalische 
Medium oberhalb pH 10 die Adsorptionskraft der Tierkohle gegen 
Gallensiiuren bis zu einem Minimum herabdriicken kann. Deswegen 
brauecht man bei stark alkalischer Extraktion wie bei der Naka- 
eawaschen Methode, gar kein grosses Gewicht auf die Kohlenmenge 
zu legen, trotzdem es am besten ist, nur die ftir die Entfarbung 
eben notwendige Kohlenmenge zu gebrauchen. Hine entbehrliche 
iiberschtissige Menge von Kohle bringt keinen Vorteil, sondern 
immer Schaden. 
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TABELLE II. 


Menschl. Duodenalsaft je 0,5 ecm, Alkohol je 10 ecm. 


Nr. Ammoniak (gtt) Tierkohle (mgm) Na. glycochol, (mg %) 
5 12,5 152,0 
5 25,0 147,0 
5 37,5 147,0 
I 5 50,0 147,0 
0 12,5 139,2 
0 25,0 126,4 
0 37,5 110,4 
0 50,0 108,0 
5 10 95,0 
5 20 9255 
5) 30 90,0 
MAE 5 50 92,8 
0 10 88,8 
0 30 65,6 
0 50 36,6 


Nach Michaelis ist die Tierkohle ein Ampholyt oder Ampholy- 
toid; sie adsorbiert an sich H- oder OH-lonen, je nachdem das 
Medium, mit dem isoelektrischen Punkt der Kohle verglichen, 
saurer oder alkalischer reagiert. Deswegen ist es denkbar, dass die 
gemessenen pH-Werte in den oben angegebenen Versuchen nicht 
die wirklichen Werte anzeigen kdnnten. In diesen Versuchen 
haben wir deshalb pH erst nach dem Zusatz von Kohle gemessen. 

Tabelle III zeigt uns klar, dass die Gallensaurenwerte bei 
saurer Extraktion und bei konstanter Menge von Kohle mit dem 
absteigenden pH-Wert parallel abnehmen. Die alkalische Extrak- 
tion bringt uns steigend gréssere Werte, je alkalischer das Medium 
reagiert. Wenn der pH-Wert aber 10 iiberschreitet, so zeigt sich 
ein konstanter Wert. Die Galle wird bei diesem pH noch voll- 


kommen entfarbt. 
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TABELLE IIT. 


Menschl. Galle je 0.5cem, Alkohol 15 ccm, Tierkohle je 30mg. 


Nr. Hssigsaure Ammoniak Na. glycochol, pH 
(gtt) (gtt) (mg %) 
10 0 10,4 4,79 
3 0 13,2 5,20 
1 0 13,2 5,63 
1/4 0 21,6 6,25 
it 0 0 30,4 7,56 
0 1/40 31,2 8,56 
0 1/4 21,2 9,48 
0 31,2 9,87 
0 9 34,8 10,16 
0 34,8 10,55 
0 10 34,8 10,80 
10 0 51,0 4,77 
3 0 50,8 5,20 
1/4 0 61,8 6,18 
TT 0 0 68,0 7,50 
0 1/40 75,0 Sep) 
0 1/4 78,0 9,43 
0 1 82,0 9,85 
0 2 84,0 10,15 
0 5 84,0 10,56 


Aus diesen Ergebnissen kann man daher schliessen, dass es 
absolut notwendig ist,—um einerseits die Gallen vollkommen mit 
Kohle zu entfarben und anderseits die Gallensiuren mit Alkohol 
ohne Verlust zu extrahieren,—das Medium stark alkalisch und 
zwar liber pH 10 zu machen. Die empirisch gefundene Naka- 
eawasche Extraktionsmethode erfitillt diese Bedingung  voll- 
kommen. 
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Ill. THEorEtTIsScCHE UBERLEGUNGEN UBER DIE 
NAKAGAWASCHE HXTRAKTIONSMETHODE. 


Ks ist oben klar herausgestellt, dass die Nakagawasche Ex- 
traktionsmethode die praktisch vollkommene Extraktion der Gallen- 
sduren trotz Vorhandenseins stark adsorbierender Tierkohle erm6g- 
heht. In diesem Kapitel versuchen wir nun diese Methode auch 
theoretisch zu erklaren. 

Um die Gallensauren fiir die kolorimetrische Bestimmung aus 
der Galle vollkommen zu extrahieren, muss man zwei Bedingungen 
vollstandig erfiillen: erstens vollkommene Entfarbung der Galle 
mittels Tierkohle und zweitens vollstandige Hemmung der Adsorp- 
tion der Gailenséuren an die Tierkohle. Zuerst werden wir die 
Hemmung der Adsorption der Gallensauren behandeln. 

Wenn man in einem System die Adsorption irgendeiner Sub- 
stanz an das Adsorbens verhindern will, so kommen zwei Methoden 
in Betracht. Die eine ist die sogenannte Adsorptionsverdrangung 
und die andere die elektrische Ladung. Wird z.B. in zucker- 
haltigen Harn Tierkohle zum Zweck der Entfarbung hinein- 
evebracht, so wird an die Kohle neben den Harnfarbstoffen Harn- 
zucker adsorbiert. Nach Rona und v. Toth (1926) wird aber 
diese Adsorption des Zuckers verdrangt beim Vorhandensein von 
stark oberflachenaktiven Substanzen, wie Sauren der Fettereihe. 
Kolthoff(1926) hat ebenso nachwewiesen, dass Phenol—eine ober- 
flachenaktive Substanz—auch eine adsorptionsverdrangende Wir- 
kung beim Zuckerharn austiben kann, und dass die Wasserstoff- 
ionenkonzentration des Mediums bei der Adsorption des Zuckers 
keinen Hinfluss austibt, dass aber die adsorptionsverdrangende Wir- 
kung des Phenols beim Zusatz von Séuren sehr verstarkt wird. 

Die zweite Methode fiir die Adsorptionshemmung ist die elek- 
trische Ladung. Keeser (1923) hat klar herausgestellt, dass die 
Adsorption von KJ, Na salicylicum und Chininum hydrochloricum 
von der elektrischen Ladung der Tierkohle stark abhangig ist, und 
zwar dass Jod- und Salicylsiure-Ionen von der positiv geladenen 
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Kohle, Chinin-Ionen von der negativ geladenen Kohle adsorbiert 
werden. Von diesem Gesichtspunkte aus kann man voraussetzen, 
dass die Substanz bei mit der Ladung des Adsorbens elektrisch 
gleichnamiger Ladung am wenigsten adsorbiert werden konnte. 
Deswegen haben wir die Sache zuerst vom Standpunkt der elek- 
trischen Ladung betrachtet. 


1. Zustandchemee der Kohle, der Gallensduren und 
des Bilirubins, 


Tierkohle. Nach Michaelis ist die Tierkohle ein Ampholyt 
oder ein Ampholytoid; sie wird positiv oder negativ geladen, je 
nachdem das Medium saurer oder alkalischer reagiert als ihr 
isoelektrischer Punkt. Deswegen haben wir zuerst den isoelek- 
trischen Punkt der Carbo medicinalis Merek, welche bei der Naka- 
gawaschen Methode gebraucht wird, mit Hilfe des Neutralisations- 
effekts der Kohle bestimmt. Man fiigte zu 10 cem der Phosphat- 
puffer 2¢ Tierkohle hinzu, schiittelte eme Stunde und mass die 
pH-Werte des Mediums vor und nach Zusatz von Kohle. 


TABELLE LV, 


Angenommen pH gemessen | 
Nr. 
amo =e KH,PO, 7; NastPO, ohne Kohle | mit Kohle Differenz 

| 
1 5,0 5,0 — 3,65 4,88 —1,19 
2 2,0 8,0 — 4,21 4,97 —0,76 
3 1,0 9,0 — 4,55 5,05 — 0,50 
4 ae 9,75 0,25 5,37 5,21 +0,16 
5 -- 9,5 0,5 5,86 5,25 +0,61 
6 — 7,0 3,0 6,74 5,26 +1,48 
7 - 3,0 7,0 7,33 5,30 +1,03 


Wie aus Tabelle IV und Abbildung I ersichtlich ist, liegt der 
I. P. der Tierkohle in der Nahe von pH 5,65. Deswegen wird 
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Abbildung 1. 
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vermutet, dass Tierkohle in stark alkalischem Medium vollkommen 
negativ geladen ist. 

Stabilitat der Tierkohle. Tierkohle gehort als ein absolut un- 
losliches, nicht molekulardisperses Ampholyt zu den hydrophoben 
Kolloiden. Deshalb ist die Stabilitat der Kohlepartikelchen haupt- 
sachlich von der Potentialdifferenz der Partikelchen abhangig, und 
die Potentialdifferenz ist am kleinsten gerade am isoelektrischen 
Punkt. Wir haben also in saurem und alkalischem Medium Tier- 
kohle hinzugesetzt und beobachtet, ob die Kohlepartikelchen stabil 
seien oder nicht. 

Tabelle V zeigt uns, dass im Medium von pH 8,26-12,44 die 
Kohlenpartikelchen stabil suspendiert sind und sich weder abzen- 
trifugieren noch abfiltrieren lassen. In noch alkalischerem Medium 
setzen sich die Partikelehen wieder als Konglomerat ab. Das 
kommt wahrscheinlich daher, dass die Zunahme der Na-Ionen auf 
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TABELLE VY. 
oH Truibungen. 
Nr. HCl NaOH (nach Beim Zusatz 
Beet n. 2 Std. Filtrat |v. 0.leem 3n 
n. n. NaCl 
1 = 5,67 = = = 
9 0,00001 5,89 ~ = a 
3 0,0001 5,98 — = t 
4 0,001 8,26 = ns % 
5 0,01 11,32 ae a Ti 
6 0,05 12,44 Ae af te 
7 0,1 12,61 = = * 
8 os 5,67 = = ae 
9 | 0,00001 4,93 = x : 
10 | 0,0001 = i ‘a 5 
11 | 0,001 3,64 = a ai 
12 | 0,01 2,39 - > < 
1e..| 01 1,15 = i b 


die Kohlepartikelchen schon niederschlagend einwirkt. Diese Er- 
klarung lasst sich aus der Tatsache als richtig beweisen, dass die 
Kohlepartikelchen durch Zusatz von Natriumehlorid ihre Stabilitat 
vollkommen einbiissen, wie aus der Tabelle ersichtlich ist. Es ist 
aus dieser Tatsache sehr leicht zu verstehen, dass man bei der 
Nakagawaschen Extraktionsmethode die schwer abfiltrierbaren 
Kohlepartikelechen durch Zusatz einer kleinen Menge von Natrium- 
earbonat leicht abfiltrieren kann. In saurem Medium sollte man 
noch eine stabile Triibungszone erwarten, was aber nicht der Fall 
war. Das ist in der Weise zu erkliren, dass die Cl-Ionen, weil 
der I. P. der Kohle sauer liegt, schon die Kohle zum Niederschlag 
veranlassen. 

Bilirubin. Das Bilirubin gilt nach Fischer als eine einwer- 
tige schwache Saure und nach Kiister als eine zweiwertige Saure. 
Ogawa (1928) hat die Dissoziationskonstante des Bilirubins aus 
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der Titrationskurve zwischen pH. 7-8 gefunden und daraus das 
Bilirubin als zweiwertige Saure bewiesen. 

Gallensduren. Nach Bondi (1907) soll Glykocholséiure etwas 
starker als Milchsaure und schwacher als Essigsiure, und Tauro- 
cholsaure wahrscheinlich starker als Glykocholsaure sein. Ogawa 
(1928) zufolge sollen die Dissoziationskonstanten der Glyko- und 
Taurocholsiure K=10-° bzw. grosser als 107° sein. 


2. Verhiitung der Adsorption der Gallenséuren an Kohle. 


A. Elektrische Ladung. Hs ist leicht zu verstehen, dass 
Gallensduren an Kohle am wenigsten adsorbiert werden sollten, 
wenn sie beide elektrisch gleichnamig geladen sind. Die Tauro- 
und Glykocholsaure besitzen ihren isoelektrischen Punkt, wie oben 
beschrieben, in pH 1,5 bzw. 5,8 im wasserigen Milieu, deswegen sind 
sie theoretisch vollkommen dissoziiert und negativ geladen, wenn 
das Medium alkalischer als pH 5,8 reagiert. Tierkohle anderseits 
wird negativ geladen in einem Medium, welches alkalischer als ihr 
I. P. (pH 5,15) ist. Deswegen konnte man erwarten, dass je 
alkalischer das Medium reagiert, desto mehr die Adsorption der 
Gallenséuren an die Kohle abnehmen, und die gefundenen Gallen- 
sdurenwerte immer grosser sein wtirden. (Abbildung 2). Unter 
diesen Voraussetzungen haben wir mit reiner Natriumglykocholat- 


Abbildung 2. Dissoziationskurven im wisserigen Milieu. 
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lésung in der Weise gearbeitet, dass wir 1 ecm von 97,2 mg%iger 
Natriumglykocholatlésung, 0,4 cem 3 n NaCl, und eine verschiedene 
Menge von HCl oder NaOH zusammenbrachten, mit Aq. destillata 
auf 20 cem auffiillten und endlich 40 mg Tierkohle zuftigten. Nach 
Filtration haben wir einerseits pH und anderseits die Gallensauren 
quantitativ bestimmt. 


TABELLE VI. Anfangskonz, d. Na, glykochol 97.2 mgm % 


Na, glykocholium (mgm %) 
Ny, pH 
gefunden Verlust 

1 1,21 unmessbar 
2 1,86 ” 
3 3,03 15,0 82,2 
4 4,50 17,5 79,7 
5 5,29 18,5 78,7 
6 7,49 16,8 80,4 
7 9,23 18,2 79,0 
8 10,69 16,0 81,2 


Aus den Resultaten, welche in Tabelle VI angegeben sind, ist 
klar ersichtlich, dass man in stark saurem Medium Gallensauren 
vollkommen vermisste, trotzdem sie in alkalischem Medium etwas 
zu bestimmen waren. Die vorangehende Voraussetzung lasst sich 
zwar teilweise als richtig beweisen, aber die Resultate waren noch 
sehr entfernt von unserer Erwartung; denn sogar in einem alkali- 
schen Medium wie pH 10,69 haben wir 80% der Gallensduren ver- 
misst. Aus diesen Ergebnissen kann man annehmen, dass man 
durch die elektrische Ladung allein die Adsorption der Gallen- 
sduren an Kohle nicht vollstandig verhtiten kann. 


a. 
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B. Die Dielektrizitdtskonstante des Mediums. Weiter haben 
wir neben der elektrischen Ladung die Adsorption der Gallensduren 
an Kohle vom Standpunkt der Dielektrizitatskonstante der Medien 
betrachtet. Wenn man zwei elektrisch geladene Korper in einem 
Medium annimmt, so lasst sich die elektrische Kraft (f) zwischen 
beiden Korpern mit folgender Gleichung ausdriicken : 


wobei e, e’ die Hlektrizitatsmenge der elektrisch geladenen zwei 
Korper, r die Entfernung der beiden Koérper und D die Dielek- 
trizitatskonstante des Mediums (D.K.) bedeutet. Wenn _ beide 
Korper ungleichnamig geladen sind, so bedeutet f die Anziehungs- 
kraft, im Gegenteil bei gleichnamiger Ladung die Abstossungs- 
kraft. Weil wir in stark alkalischem Medium arbeiteten, bedeutet 
bei uns f die Abstossungskraft zwischen Gallenséuren und Kohle. 
Wenn / sehr gross ist, so wird die Adsorption der Gallensiiuren an 
Kohle gehemmt. Um f méglichst gross zu machen, muss man D 
moglichst klein wahlen. Nun sind die D.K., fiir Luft 1 vor- 
ausgesetzt, fiir Wasser 81, fiir Glycerin 56,2, ftir Methylalkohol 
35,4, fiir Aceton 21, ftir Phenol 9,7, fiir Essigsaéure 9,7, fiir Chloro- 
form 5,1, fiir Athylither 4,34, fiir Benzol 2,29. Unter diesen Sub- 
stanzen ist die Alkoholreihe am bequemsten zu behandeln, und unter 
der Alkoholgruppe ist die D. K. um so kleiner, je langer die C-Kette 
ist ; z. B. fiir Methylalkohol 35,4, fiir Athylalkohol 25,4, fiir. Propyl- 
alkohol 22, fiir Butylalkohol 19,2, fiir Amylalkohol 16.7. Anderseits 
nimmt nach der Traubeschen Regel die Oberflachenaktivitat unter 
dieser homologen Reihe mit der C-Kette parallel zu. Nun haben 
wir Athylalkohol gewihlt; denn er lést die Gallensiiuren sehr leicht 
auf und ist schon lange von vielen Forschern, wie auch von 
Nakagawa, bei der Gallensiurenextraktion angewandt worden, 
obwohl seine D. K. unter der Alkoholgruppe nicht die kleinste ist. 

Wenn man also statt des Wassers Athylalkohol anwendet, so 
konnte man erwarten, dass einerseits die Gallenséuren und die 
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Kohle durch die verminderte D. K. des Mediums immer starker 
von einander abgestossen werden, und dass anderseits der ober- 
flachenaktive Alkohol an der Tierkohle adsorbiert wird, woraus 
resultiert, dass die Adsorption der Gallenséuren verdrangt wird. 
In der Tat konnten wir experimentell in einem mit Alkohol bear- 
beiteten Falle bei pH 10,21 100% der Gallenséiuren extrahieren. 

Nun ist wieder zu untersuchen, wie sich Tierkohle und Gallen- 
sauren in alkoholischem Medium verhalten. 


TABELLE VII. 


d5ecm Alkohol+5cem Phosphatgemisch+2g Kohle 1 Stunde 
lang geschiittelt und filtriert. 


pH gemessen 


Ohne Kohle mit Kohle Differenz 
2,74 2,81 — 0,03 
3,01 2,91) +0,09 
3,68 3,15 + 0,53 
4,81 3,30 apalgaul 
5,61 Bye! +2,23 
5,95 3,43 +2,50 
6,88 hs} + 3,35 
7,73 3,90 +3,83 
8,72 4,83 + 3,89 


Wie aus Tabelle VII ersichtlich ist, verschiebt sich der I. P. 
der Kohle in 50%igem Alkohol stark nach der sauren Seite und 
legt etwa in der Nahe von pH 2,85. Die Stabilitaét der Kohle ver- 
schiebt sich in 80%igem Alkohol ebenfalls nach der sauren Seite. 
(Tabelle VIII). 
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TABELLE VIII. 


2ceem HCl bzw. NaOH von verschiedener Konzentration 
+8eem Alkohol+20 mgm Kohle. 


pH 5,78 6,07 6,34 6,60 7,72 8,56 9,06 
Trtibung 
n. 2 Std. = = uy tt as > cs 
Tribung -F 
d. Filtrats we i + aE a Ks 


Was die Gallensduren anbelangt, so ist von Michaelis und 
Mizutani (1925) bestatigt worden, dass sich die Dissoziations- 
konstanten der schwachen Sauren allgemein in alkoholischem 
Medium nach der alkalischen Seite verschieben; daraus kann man 
vermuten, dass auch die Gallensauren als schwache Sauren ihre Dis- 
soziationskonstante im alkoholischen Medium nach der alkalischeren 
Seite verschieben wie im wasserigen Medium. Mit anderen Worten: 
es ist notwendig, um die Gallensiuren im alkoholischen Medium 
moglichst vollkommen dissoziieren zu lassen, sie starker alkalisch zu 
machen als im wasserigen Milieu. 

Um den Einfluss der Konzentration des Athylalkohols auf die 
Extraktion der Gallensauren zu bestatigen, haben wir weiter in der 
Weise gearbeitet, wie in Tabelle IX skizziert. 

Es zeigte sich, dass je konzentrierter der Alkohol ist, und je 
alkalischer das Medium reagiert, desto mehr Gallensdure extrahiert 
werden kann. Und endlich kann man annehmen, dass bei einer 
Konzentration des Alkohols tiber ungefahr 85% und bei einer Reak- 
tion tiber pH 10 die Gallensauren praktisch vollkommen extrahiert 
werden koénnen. Diese Bedingungen sind bei der Nakagawaschen 
Extraktionsmethode vollig erfiillt. 

3. Adsorption des Bilirubins an Kohle. Als zweite Bedin- 
eung, um die Gallensdéuren fiir die kolorimetrische Untersuchung 
zu extrahieren, muss man die Gallenfarbstoffe vollkommen an Kohle 
adsorbieren lassen. Das Bilirubin ist, wie oben angegeben, im 
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TABELLE IX. 


0,5 cem 97,2 mgm% Na. glycocholicum-Loésung+Ammoniak und Alkohol 
in wechselnder Menge+20mgm Kohle.+Aq. dest. ad 10 cem. 


Gefunden 
Alkohol pH gemessen =e 
(cem) mg% x% 
6,20 27,9 28,6 
eh. 9,73 28,8 29,6 
10,48 28,2 29,0 
6,75 45,9 47,2 
5,0 
10,20 60,8 62,6 
6,76 60,5 62,2 
Wed 9,49 84,0 86,5 
10,05 86,4 89,0 


TABELLE X. 
0,5 ecem 97,2mgm% Na. Glykocholatlosung+9ccem Alkohol+ NaOH 
bzw. HCl in verschied. Konzentration+20 mgm Kohle 


+0.leem 3n NaCl+Aq. dest. ad 10 cem 


Na. glycocholicum gefunden 

pH : 7" 

in mgm % in % 
2,18 50,2 ; 51,7 
3,53 Di,2 52,7 
6,17 58,8 60,5 
TAS) 79,5 81,8 
8,79 89,4. 92,0 
9,97 95,2 98,0 
12,27 96,6 99,4 


wasserigen Milieu als zweibasische schwache Sdure giltig, deren 
Dissoziationskonstante zwischen pK 7-8 liegt. Im alkoholischem 
Medium soll sie sich nach Miehaelis und Mizutani (1925) nach 
der alkalischen Seite verschieben. Wir sind nun, um zu sehen, 


— =. 
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bei welchem pH die Galle am besten entfarbt wird, in der Weise 
vorgegangen, dass wir zur Galle in alkoholischem Medium und in 
verschiedenen Wasserstoffionenkonzentrationen bestimmte Mengen 
von Kohle zusetzten, 30 Sekunden im Wasserbade erwaérmten, 
filtrierten und die Farbennuance verglichen. 


TABELLE XI. 


0,5ceem Galle+9cem Alkohol+0,2 cem gesattigte NaCl+Na0OH 
+Aq. auf 10cem+30mgm Kohle, gekocht und filtriert. 


Nr. pH Farbe d. Filtrate 
1 6,45 farblos 
2 8,37 ” 
3 10,12 » 
4 10,85 ” 
53 12,20 sehr schwach gelblich 
6 13,22 schwach gelb 
7 13,78 schwach gelb 
8 14,05 gelb 
9 14,40 gelb 


Wie aus Tabelle XI ersichtlich, wird die Galle unterhalb von 
pH 10,85 vollkommen entfarbt ; jedoch fiel die Entfarbung oberhalb 
von pH 12,20 unvollkommen aus. 

Wenn man die oben erhaltenen Resultate zusammenfasst, so 
ergibt sich, dass, um Gallensiuren aus der Galle fiir die kolo- 
rimetrische Bestimmung zu extrahieren, folgende Bedingungen 
unbedingt erfiilit sein mtissen : 

1. Fir vollstindige Extraktion der Gallensiuren bei Gegen- 
wart von Kohle und von Alkohcl muss man das Medium stark 
alkalisch machen, mindestens tiber pH 10. 

2. Fiir die vollkommene Entfarbung der Galle bei Gegenwart 
von Kohle und Alkohol darf man das Medium nicht starker 
alkalisch machen als pH 11. 
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3. Die Konzentration des Alkohols muss mindestens tiber 
85% betragen. 

In anderen Worten: fiir unseren Zweck ist die einzige und 
alleinige Bedingung, in einem stark alkoholischen Medium zwischen 
pH 10-11 zu arbeiten. Bei der Nakagawaschen Extraktions- 
methode sind diese Bedingungen vollig erfiillt. 


IV. EPprKrise. 


Der eine von uns (Nakagawa, 1930) hat eine Extraktions- 
methode der Gallensiuren aus der Galle fiir die kolorimetrische 
Bestimmung ausgearbeitet. Man verfahrt in der Weise, dass man 
Galle in stark ammoniakalischem und hochkonzentriertem alkoho- 
lischem Medium mit Tierkohle vollkommen entfarbt. Bei dieser 
Methode konnten wir empirisch feststellen, dass die Gallensauren 
sogar bei Gegenwart von Kohle praktisch ohne Verlust extrahiert 
werden konnen. In vorliegender Arbeit haben wir nun feststellen 
konnen, dass das Medium stark alkalisch und zwar alkalischer als 
mindestens pH 10 reagieren sollte. 

Ks war lange Zeit allgemein angenommen, dass sich die Gallen- 
sduren bei Gegenwart von Kohle sogar mit Alkohol nicht quantitativ 
extrahieren lassen, und dass die Kohle deshalb bei der quantitativen 
Bestimmung der Gallenséuren gar nicht in Betracht kommt. Trotz- 
dem gelang es uns, wie oben beschrieben, eine vollkommene Extrak- 
tionsmethode auszuarbeiten. Warum, dies haben wir in dieser 
Arbeit theoretisch und experimentell zu erkléren versucht. 

Wenn wir zuerst vom Standpunkt der elektrischen Ladung der 
Kohle und der Gallensauren an die Frage herangingen, so konnten 
wir nachweisen, dass in stark saurem wasserigem Medium, wo Kohle 
positiv und Gallensauren negativ geladen sind, die Adsorption der 
Gallenséuren sehr hochgradig ist, und weiter, dass der Verlust der 
Gallenséuren sogar in einem alkalischen Medium, wo Kohle und 
Gallensduren negativ geladen sein miissen, noch so gross ist, dass 
von einer quantitativen Bestimmung gar nicht die Rede sein kann. 
Hieraus ergibt sich, dass die Adsorption der Gallenséuren an Kohle 
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im wasserigen Medium durch die elektriseche Ladung allein nicht 
vollkommen verhiitet werden kann. 

Dann haben wir ein alkoholisches Medium versucht; denn die 
D.K. des Athylalkohols ist viel kleiner als die des Wassers, und 
Athylalkohol lést Gallensiuren sehr leicht auf. In alkoholischem 
Medium erhalt man um so bessere Resultate, je konzentrierter der 
Alkohol ist, bis sich endlich die Gallenséuren in einem Medium tiber 
pH 10 ohne Verlust extrahieren lassen. Dies kommt wahrscheinlich 
erstens daher, dass Gallensduren in solchem alkoholischen und 
alkalischen Medium negativ geladen sind wie Kohle, und zweitens 
daher, dass die Adsorption der Gallenséuren an die Kohle wegen 
der kleinen D. K. des Athylalkohols verdringt wird, schliesslich 
drittens daher, dass der Athylalkohol Gallensiiuren sehr leicht 
auflost. 

Was die Entfarbung der Galle anbelangt, so haben wir besta- 
tigen konnen, dass sich das Bilirubin ceteris paribus in einem 
Medium unterhalb pH 11 vollkommen, aber oberhalb pH 12,4 nicht 
vollkommen adsorbieren lasst. 


Abbildung 3. 


Adsorption 


pH 7 8 9 10 11 12 13 14 


Diese Ergebnisse kann man so zusammentfassen: Fir die voll- 
kommene Extraktion der Gallenséuren muss man unbedingt in 
einem stark alkoholischen und alkalischen Medium oberhalb von 
pH 10, und fiir die véllige Entfarbung der Galle mittelst Kohle in 
einem Medium unterhalb von pH 11 arbeiten: in anderen Worten: 
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nur ein Medium zwischen pH 10-11 ist zum Arbeiten geeignet. 
Diese kleine Differenz von pH halt den Sehliissel fiir die Losung 
des Ratsels der Gallensiurenextraktion aus der Galle, wie man aus 
der nebenstehenden Abbildung leicht versteht. Da wir bei der 
Nakagawaschen Extraktionsmethode immer in einem Medium von 
pH 10,2-10,6 gearbeitet haben, wie in Kapitel II dargestellt ist, 
glauben wir, dass wir aus obigen Tatschen die Nakagawasche 
Extraktionsmethode haben theoretisch erklaren kénnen. 


V. SCHLUSSFOLGERUNG. 


1. Die Adsorption der Gallenséuren an Tierkohle wird durch 
gleichnamige élektrische Ladung allein nicht vollkommen verhiitet. 
In alkoholschem Medium wird die Adsorption aber sehr stark ver- 
drangt. Die volige Extraktion der Gallensduren bei Gegenwart 
von Tierkohle erfolgt ohne Verlust in einem hoch konzentriertex 
alkoholischen Medium (mindestens tiber 85%), das gleichzeitig 
stark alkalisch tiber pH 10 ist. 

2. Fur die vollkommene Entfarbung der Galle mit Kohle ist 
man genotigt, in einem schwacher alkalischen Medium als pH 11 2 
arbeiten. 

3. Um die Galle mit Kohle véllig zu entfarben und zugleich 
die Gallensauren quantitativ zu extrahieren, ist es unbedingt not- 
wendig, sie in einem hochkonzentrierten alkoholischen und stark 
alkalischen Medium zwischen pH 10-11 zu behandeln. 

4. Bei der Nakagawaschen Extraktionsmethode ist Alkohol 
in gentigender Konzentration gebraucht, und das Medium immer 
mit Ammoniak zwischen pH 10,2—10,6 erhalten. Die obengenannten 
Bedingungen sind hierbei vollig erftillt, und die Nakagawasche 
Extraktionsmethode hat jetzt ihre theoretische Grundlage und Hr- 
klarung erhalten. 
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ZUR KENNTNIS DER VERGLEICHENDEN 
BIOCHEMIE. 


VIII, Uber das Verhalten einiger heterocarbocyclischen 
Verbindungen im Froschorganismus, 


VON 


KENZO KUSUI. 


(Aus dem biochemischen Institut der medizinischen Fakultét in Nagasaki. 
Vorstand: Prof. M. Tomita.) 


(Hingegangen am 22. Januar 1931) 


In Anbetracht dessen, dass die Organisationsanlage bei den 
verschiedenen tierischen K6rpern jeweils eine besondere ist, sind 
auch die Wege, die zur Erzielung der einzelnen fiir den Betrieb 
notwendigen Vorgange bei den verschiedenen Organismen einge- 
schlagen werden, nicht immer dieselben. So ist auch der Ent- 
oiftungsvorgang bei den verschiedenen Tieren sehr mannigfaltig. 

Trotz der Fiille der Beobachtungen tiber den anatomischen Bau 
des Frosches und trotz der haufigen Verwendungen dieses Tieres 
zur Entscheidung mancher physiologischen und pharmakologischen 
Fragen erfuhr der Vorgang der Entfernung tiberschiissiger und 
schadlicher Stoffe im Froschorganismus bisher wenig Beachtung. 

Bunge und Schmiedeberg (1877) stellten zum ersten Mal 
fest, dass die Benzoeséure im Organismus des Frosches in Hippur- 
siure verwandelt wird. In Ubereinstimmung mit der Beobachtung 
von His (1887) beim Hunde haben die Untersuchungen von K. 
Mayeda und M. Ogata (1914) ergeben. dass nach Verabreichung 
von Pyridin an Froésche Methylpyridylammoniumhydroxyd im 
Harn auftritt. Dann ging Y.Sendju (1926) dazu tiber, einige 
Pyridinderivate, welche eine Seitenkette besitzen, auf ihr Verhalten 
in demselben Organismus zu priifen. Er hat im hiesigen Institut 
festgestellt, dass das Picolin und die Picolinsaure in die a-Pyri- 
dinurséure umgewandeit werden. 
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Im Anschluss an diese Beobachtungen habe ich mir auf 
Veranlassung von Herrn Prof. Tomita die Aufgabe gestellt, das 
Verhalten von einigen biologisch wichtigen heterocarbocyclischen 
Verbindungen im Froschorganismus zu untersuchen, welche in 
ihrem chemischen Verhalten sehr grosse Aehnlichkeit haben und als 
Zersetzungsprodukte bzw. als Stammsubstanzen vieler Alkaloide 
angesehen werden konnen. 


EXPERIMENTELLE BELEGE. 


1. Verabreichung von Nikotinsiure. 


Reine Nikotinséure wurde den Froéschen als Natriumsalz in 
Dosen von 0,035 ¢ per Kopf in 10%iger Losung subkutan injiziert. 
Der gesammelte Harn wurde in schwach saurer Reaktion auf dem 
Wasserbad zu Sirup eingedampft und dann mit heissem Methyl- 
alkohol aufgenommen. Das Filtrat wurde durch Abdunsten von 
Methylalkohol befreit, mit 5“”iger Schwefelsaure aufgenommen und 
mit Phosphorwelframsaure gefallt. Nach einigen Tagen wurde die 
voluminose Fallung auf bekannte Weise durch Behandlung mit 
Baryt und Kohlensaéure in eine kohlensaure Losung verwandelt. 
Nach dem Einengen wurde diese Fliissigkeit mit Salzsdure 
angesduert. Dabei schied sich ein weisser kristallinischer Korper 
aus, der bei 227°C schmolz. Durch die nachfolgende Analyse wird 
zweifellos nachgewiesen, dass wir es mit der unverindert aus- 
geschiedenen Nikotinsaure zu tun haben. Im ganzen wurden 38,6 ¢ 
Nikotinsaéure verabreicht, und die wiedergefundene Menge betrug 
6,23 g. 


0,1678 g Substanz gaben 0,3606 g COs und 0,0634 ¢ H.O. 


Berechnet fiir Cg>H;NOz: Gefunden : 
C 58,53 % 58,60 % 
H 4,06% 422% 


In der von Nikotinsiure abfiltrierten Losung konnte ich weder 
Nikotinursiure noch Trigonellin auffinden. Das physiologische 
Schicksal der Nikotinséure im Froschorganismus ist demnach 
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ahnich dem, das Komori und Sendju (1926) bei Végeln 
beobachtet haben, némlich dass die Saure unverandert den Oreganis- 
mus verlasst. 


2. Verabreichung von Isochinolin. 

6000 Froschen wurde je 0,003 ¢ Isochinolin in 10%iger Losung 
in Olivenol subkutan injiziert. Die Menge des Harns der lebenden 
4807 Frosche betrug innerhalb von 24 Stunden 52250cem. Der 
Harn wurde mit: Bleiessig und Ammoniak gefallt und filtriert. Das 
Filtrat und Waschwasser wurden mit Schwefelwasserstoff entbleit. 
Das Filtrat von Bleisulfid wurde unter vermindertem Druck 
eingeengt und mit Kaliumquecksilberjodidlosung versetzt, und zwar 
so lange, bis kein gelblicher Niederschlag mehr ausfiel. Nach 24 
Stunden wurde der Niederschlag unter Zusatz von Schwefelsdure 
durch frisch gefalltes Silberoxyd zersetzt. Das Filtrat von Jod- 
silber wurde durch Barytwasser von tiberschiissiger Schwefelsaure 
wie Silbersulfat betreit, der tiberschtissige Baryt durch Hinleiten 
von Kohlensa&ure und leichtes Erwarmen entfernt. 

Die wisserige, alkalische Losung wurde mit Salzsaure genau 
neutraliseirt, unter vermindertem Druck eingedampft und mit 
Alkohol extrahiert. Nach wiederholtem Ausziehen mit Alkohol und 
wiederholtem Eindampfen wurde der sirupose, braunlich gefarbte 
Riickstand mit absolutem Alkohol aufgenommen und aus dieser 
alkoholischen Lésung wurde der gelbweissliche Niederschlag durch 
alkoholische Platinchloridlésung gefallt. Nach mehrmaligem 
Umkristallisieren aus heissem Wasser bekam ich das Platindoppel- 
salz in Form von orangeroten, nadelférmigen Kristallen. Es wog 
exsiceatortrocken 0,37 ¢, schmolz bei 234°C und zeigte bei der 
Mischprobe mit der beim Fiitterungsversuche an Hunden isolierten 
analysenreinen Substanz keine Schmelzpunktdepression. 


Zur Analyse wurden die Kristalle bei 110°C getrocknet. 
0,1012 g Substanz ergaben 0,0284 g Pt. 
Berechnet fiir (Cyo0Hi9N.Cl1) 2Pt.Cl,: Gefunden : 
Pt 28,038% 28,06 % 
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Aus diesem Versuche geht hervor, dass Isochinolin wie Pyridin 
im Organismus von Fréschen, wenn auch in viel geringeren Mengen. 
in die methylierte Verbindung iibergefithrt wird. 


3. Verabreichung von Chinolin. 

6170 Frosche erhielten je 0,004 g Chinolin in 10%iger Losung 
in Olivenol subkutan injiziert. Der Harn wurde auf gleiche Weise 
wie beim Versuch von Isochinolinfiitterung behandelt und auf 
Methylchinoliniumammoniumhydroxyd verarbeitet. Aus 56200 cem 
Harn, den 4125 lebende Tiere 24Stunden nach der Chinolininjektion 
geliefert hatten, wurden 0,44 g¢ Platinchloriddoppelasalz dargestellt. 
Es schmolz scharf bei 252°C. Das entspricht, als freie Ammonium- 
base berechnet, 1,283% des verabreichten Chinolins. 

0,1182 2 Substanz ergaben 0,0334 Pt. 

Berechnet fiir (Cy9Hi9N.Cl) 2Pt.Cl,: Gefunden : 
Pt 28,03% 28,25 % 

Es unterliegt keinem Zweifel, dass die hier erhaltene Ver- 
bindung mit dem Methylehinoliniumammoniumhydroxyl] identiseh 
war. 

4. Verabreichung von Chinaldin. 

4439 Froschen wurde Chinaldin als 10%ige Losung in Oliven6l 
in einmaligen Dosen von 0,005 ¢@ per Kopf subkutan eingespritzt. 
Der gesammelte Harn von 3562 lebenden Froschen, wurde auf dem 
Wasserbad eingedampft und mit 94%igem Alkohol aufgenommen. 
Der Alkoholextrakt wurde wiederum eingedampft, nochmals mit 
absolutem Alkohol ausgezogen, die vereinigten Ausziige abdestil- 
lert, der Riickstand in 5%iger Schwefelsdure gelost und mit Phos- 
phorwolframsaéurelosung gefallt. Der Niederschlag wurde auf die 
bekannte Weise mit Baryt zerlegt, der Uberschuss an Baryt durch 
Kohlensaéure entfernt. Das Filtrat wurde dann unter verminder- 
tem Druck stark eingeenet. Beim Ansauern mit Schwefelsdure 
schied sich daraus ein kristallinischer Korper aus (2,l¢@). Nach 
dem Umkristallisieren aus heissem Wasser schmolz die Substanz bei 
290°C (unkorr.). Sie ergibt mit Barytwasser keine Fallung. 
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0,1514 ¢ Substanz gaben 0,1956 g COs und 0,0990 g H20. 
0,1384 g Substanz gaben 36,9 cem. N2(21,7°C, 762 mm.). 
Gefunden:—C 35,23% H 7,31% N 30,16% 

Die chemische Konstitution dieser Verbindung ist noch nicht 
aufgeklart. 

Die von dem kristallinischen Kérper abfiltrierte schwefelsaure 
Losung wurde im Kumagawa-Sutoschen Extraktionsapparat mit 
Ather extrahiert. Der Atherextrakt wurde abgedunstet, in wenig 
Wasser gelost und dann mit Bariumearbonat versetzt. Aus dem 
Filtrat schied sich ein weisser drusenformiger kristallinischer 
Korper aus (0,8 g¢). Die Kristalle wurden aus heissem Wasser mit 
wenig Tierkohle umkristallisiert. 


0,13862 ¢ Substanz (bei 160°C getrocknet) gaben 0,0648 o BaSOx. 


Berechnet fiir (CyoHgNOz) Ba: Gefunden : 
Ba 28,48 % 27,93% 


Die Analyse ergab einen Wert, der mit dem des chinolin- 
earbonsauren Bariums beinahe iibereinstimmt. Genauere Unter- 
suchungen zur Identifizierung der Substanz konnten ihrer zu 
kleinen Menge wegen nicht gemacht werden. Unentschieden bleibt 
dabei, ob der Froschorganismus die Oxydation der Methylgruppe 
des Chinaldins herbeifiihren kann, oder ob sich das verabfolgte 
Chinaldin zum Teil in Chinolincarbonsaure verwandelt, welche 
dann aber vollstindig gespalten wiirde. Zur Klarung dieser 
Fragen wurden die folgenden Versuche angestellt. 


5. Verabreichung von a-Chinolincarbonsaure. 

Zur Darstellung der a-Chinolincarbonséiure wurde nach 
Koénigs (1899) das Chinaldin mit Formaldehyd im Einschmelz- 
rohr zu a-Chinolylpropandiol kondensiert, und diese Verbindung 
durch konzentrierte Salpetersiure oxydiert. 

1490 Fréschen wurde je 0,007—0,01 g¢ a-Chinolincarbonsaure als 
Natriumsalz in 10%iger Losung subkutan beigebracht. Der 
gesammelte Harn der 1327 lebenden Tiere wurde auf dem Wasser- 
bad eingedampft und mit heissem Alkohol ausgezogen. Der nach 
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Abdampfen des Alkohols erhaltene Riickstand wurde in wenig 
Wasser aufgenommen, die wasserige Lésung mit Schwefelsiure 
angesduert und mittels des Kumagawa-Sutoschen Fliissigkeits- 
extraktors mit Ather erschépfend extrahiert. Beim Abdampfen 
der atherischen Ausziige schieden sich nadelférmige Kristalle aus. 
Die gereinigte Substanz wog trocken 3,2 g. Sie lést sich schwer in 
Ather, leicht in Alkohol und Wasser, F. 156°C. 
0,1602 g Substanz gaben 0,4072 ¢ COs und 0,0561 g HO. 


Berechnet fiir C3o9H;NO2: Gefunden : 
C 69,384% 69,32% 
H 407% 3,91% 


Die Substanz erwies sich also als unveranderte a-Chinolin- 
carbonsaure. 

Die mit Ather extrahierte urspriingliche schwefelsaure Losung 
wurde mit Schwefelséure so lange versetzt, bis die Liésung 5% 
davon enthielt, und mit Phosphorwolframsaure gefallt. Der 
Niederschlag wurde abgesaugt, mehrmals mit 5%iger Schwefel- 
sdure gewaschen, mit Baryt zerleet, auf freier Flamme gekocht und 
heiss filtriert. Der tiberschiissige Baryt wurde mit Kohlensaure 
entfernt, das von Bariumearbonat abfiltrierte Filtrat eingeengt, 
mit Schwefelsiure angesiuert und dann mit Ather erschdpfend 
extrahiert. Beim Abdestillieren des atherischen Extraktes schieden 
sich nadelformige Kristalle aus (0,07 ¢). Nach dem Umkristalli- 
sieren aus kochendem Wasser schmolz die Substanz bei 156°C und 
es zeigte sich bei der Mischprobe mit der oben erhaltenen Chinolin- 
carbonsaure keine Schmelzpunktdepression. 

Die Gesamtausbeute der wiedergefundenen Chinolinearbon- 
sdure betrug mithin ca. 30% der verabreichten. 

Im Vergleich zur Chinaldinfiitterung ist die Menge der 
gefundenen Chinolincarbonséiure recht gross. Es ergibt sich 
daraus, dass der Froschorganismus die Oxydation der Methylgruppe 
des Chinaldins nur in geringem Mass herbeifitihren kann. Die 
Glykokollpaarung nach Verfiitterung von Chinolinearbonsaure 
bleibt im Froschorganismus ganz aus. 
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6. Verabreichung von a-Chinolylpropandiol. 


In vitro wird das a-Chinolylpropandiol durch konzentrierte 
Salpetersiure sehr leicht in die a-Chinolincarbonsadure oxydiert. 
‘Im Froschorganismus war diese Fahigkeit nicht beobachtet. 

930 Frosche erhielten je 0,01g a-Chinolylpropandiol als 
schwach salzsaure wasserige Losung subkutan. 

In der Erwartung, dass als Umwandlungsprodukt entweder 
a-Chinolinearbonsaure im Harn ausgeschieden wird oder die ver- 
abreichte Substanz zum Teil unverandert wiedergefunden werden 
kann, habe ich die Harnbearbeitung nach allen Fraktionen getrennt 
ausgeftihrt. Weder a-Chinolinearbonsaure noch Chinolylpropandiol 
konnte ich dabei isolieren. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Nikotinséure verlasst zum Teil unveraindert den Organis- 
mus des Frosches. 

2. Der Frosch ist befahigt, wenn auch in geringeren Mengen, 
verfiittertes Chinolin und Isochinolin in die Methylverbindungen 
uberzufiihren. 

3. Das Chinaldin wird im Froschorganismus durch Oxydation 
nur in geringem Mass in Chinaldinséure umgewandelt. 

4. Die a-Chinolincarbonsdure verhalt sich dabei ganz anders 
wie die Picolinsaure, indem sie nicht in eine mit Glykokoll gepaarte, 
der Pyrindinursaure analoge Verbindung tibergefiihrt, sondern in 
betrachtlicher Menge unverandert im Harn ausgeschieden wird. 

5. Im Organismus des Frosches wird die Fahigkeit, das a- 
Chinolylpropandiol in die Chinaldinsaure zu oxydieren, nicht beo- 
bachtet, wahrend in vitro diese Reaktion sehr leicht erfolgt. 
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UBER DEN EINFLUSS DER NARKOTICA AUF DIE 
ZUCKERAUSSCHEIDUNGSSCHWELLE. 


Von 


YOSHIO IWANAGA. 


(Aus der medizinischen Klinik von Prof. Dr. R. Inada der 
kaiserlichen Universitat zu Tokio.) 


(Eingegangen am 28. Januar 1931) 


In unserer Klinik wurde die Wirkung der vegetativen Reizgifte 
und der Einfluss der Vagus- und Splanchnikusdurehsehneidung auf 
die Zuckerausscheidungsschwelle schon wiederholt untersucht, 
(Nakayama 1924, Shim 1925, Eda 1927, Kawashima 1928, 
Kawashima und Iwanaga 1930). Was die Liaihmungsgifte 
anbetrifft, hat Eda (1929) nachgewiesen, dass das sympathikuslah- 
mende Ergotamin die abnorm erhohte Zuckerausscheidungsschwelle 
herunterdriickt, obwohl das Gift auf den normalen Schwellenwert 
keinen sichtbaren Einfluss ausiibt. Das vaguslahmende Atropin 
wirkt dagegen gar nicht erniedrigend auf die Schwelle, sogar eher, 
besonders bei grésserer Gabe, erhohend, was wohl auf der zentralen 
Sympathikusreizung des Giftes beruht (Shim 1925, Eda 1927). 
Hs sollte daher auch von gewisser Bedeutung sein, den Hinfluss der 
zentrallahmenden narkotischen Mittel auf den Schwellenwert zu 
studieren. So habe ich auf Veranlassung und unter der Leitung 
der Herren Prof. Dr. R. Inada und Prof. Dr. K. Sakaguchi 
diese Frage aufgenommen. 

Bei meinen Untersuchungen ging ich so vor, dass ich als Ver- 
suchstiere gutgenahrte Hunde von 10-15 Kg. Korpergewicht und 
als Nargotica Morphin, Chloroform, Ather, Alkohol und Scopolamin 
gebrauchte. Der Blutzucker wurde nach Hagedorn-Jensen und 
der Harnzucker nach Pavy-Kumagawa-Suto bestimmt. 


VersucH mit MorpHIN. 


Dass das Morphin den Blutzuckergehalt deutheh erhoht und 
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Glykosurie hervorruft, wurde schon von vielen Seiten mitgeteilt 
(Kobayashi 1927, Noma und Fujii 1926, Kikuna 1927, Miya- 
saki 1927, Nikolaus und Forster 1924, Luzzato 1904, 
Marenzi 1926, u.a.). Aber iiber den Einfluss des Giftes auf die 
Zuckerausscheidungsschwelle gibt es wenigstens meines Wissens 
keine Untersuchung. Bei meinen Untersuchungen habe ich zuerst 
dem Versuchstiere Traubenzucker in lauwarmem Wasser gelost mit 
Gummischlauch in den Magen eingeftihrt, wodurch eine leichte 
Glykosurie hervorgerufen wurde. Dann wurde demselben Tiere 
Morphinum hydrochloricum als zwei Proz. Losung so viel sub- 
kutan injiziert, dass die Glykosurie ebenso in Spuren auftrat oder 
schwach positiv ausfiel. In allen diesen Versuchen wurde der Blut- 
zuckergehalt halbstiindlich und der Harnzucker stiindlich serien- 
weise untersucht, um die Zuckerausscheidungsschwelle daraus zu 
ermitteln. (Versuchsanordnung A.). Weil die zur Erzeugung der 
leichten Glykosurie geniigende kleine Gabe Morphin auf den 
Schwellenwert keinen sichtbaren Hinfluss ausiibte, so habe ich in 
zweiter Versuchsreihe (Versuchsanordnung B.) die Morphinmenge 
stark vergrdssert, sodass das Tier dadurch deutlich betaubt wurde, 
und eine starke Hyperglykaémie mit deutlicher Glykosurie dabei 
zustande kam. Um hier den Hinfluss des Giftes auf den Schwellen- 
wert klar zu machen, habe ich in Kontrollversuchen durch Ver- 
erosserung der Zuckerzufuhr eine annahernd gleich starke Hyper- 
olykamie oder Glykosurie erzeugt und die Werte in beiden Ver- 
suchsreihen miteinander verglichen. Ausserdem habe ich den 
Schwellenwert des Hundes dureh subkutane Adrenalininjektion 
kiinstlich erhoht und dann wieder den Hinfluss des Morphins auf 
die so gesteigerte Schwelle untersucht, weil die Herabsetzung der 
Schwelle durch verschiedene Momente nach Untersuchungen in 
unserer Klinik bei einem abnorm gesteigerten Schwellenwerte 
deutlicher in die Erscheinung tritt, als bei einem normalen (Ver- 
suchsanordnung C). Zu diesem Zweeke wurde die Menge des 
Morphins wie des Traubenzuckers so gewahlt, dass die Glykosurie 
resp. Hyperglykamie dadurch in gerade vergleichbarer Starke 
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hervorgerufen wurde. Die einzelnen Daten sind in der Tabelle I 
wiedergegeben. 

Wie die Versuchsreihe A in der Tabelle I zeigt, wurde die 
Zuckerausscheidungsschwelle durch die kleine Menge Morphin fast 
gar nicht beeinflusst, sodass dit Blutzuckersteigerung und die 
Grosse der Zuckerausscheidung in den Versuchen mit Zucker- und 
Morphinzufuhr keine Inkongruenz zeigte. 

Bei Anwendung einer grésseren Menge des Giftes ( Versuchs- 
reihe B) kam die Hyperglykaémie und Glykosurie deutlich zustande. 
Hier war die durch Morphin hervorgerufene Glykosurie bei gleich 
starker Hyperglykamie unverkennbar starker als die alimentiare, 
was beweist, dass eine grosse Menge Morphin hyperglykimisierend 
und zugleich schwellenerniedrigend wirkt. Bei der Kombination 
der Adrenalininjektion mit der Morphin-resp. Zuckerzufuhr beo- 
bachtet man bei Morphinversuchen cine im Vergleich zur Starke der 
Blutzuckersteigerung verhaltnismassig hochgradigere Glykosurie 
als sonst. Ausserdem kann man auch leicht aus der Tabelle ersehen, 
dass die schwellenerniedrigende Wirkung des Morphins bei der 
Versuchsreihe C am deutlichsten in die Erscheinung tritt. Hieraus 
folgt, dass das Gift auf den abnorm gesteigerten Schwellenwert 
stirker herabsetzend wirkt als auf den normalen. 


VERSUCH MIT CHLOROFORM. 


Von vielen Seiten (Kikuna 1927, Bertram 1923, Ellison 
und Davis 1920 u.a.) wurde schon wiederholt mitgeteilt, dass 
Chloroformierung eine Hyperglykamie resp, Glykosurie hervorruft. 
Es fehlt aber auch nicht an widersprechenden Angaben (Toku- 
mitsu und Katabuchi 1922) namlich, dass die Chloroform- 
narkose eher eine Hypoglykaémie verursacht, und dass erst erwahnte 
Erscheinung nur zu den Ausnahmen gehort. Jedenfalls wurde in 
allen diesen Arbeiten die Zuckerausscheidungsschwelle fast nicht 
beriicksichtigt, wahrend ich in vorliegender Arbeit darauf besonders 
acht gab. 
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TABELLE I. (Continucd) 


ae Da- |Adre- or Wirhe Blutzuckergehalt mg% (Glykosurie%) 
on a tum |naling Ave ‘ker a Soy 
Se 1929 | mg na g OTs 3 1 13 9 3 
[79 201 | 5 
xf) | 8 | a) BT as) 8 a0) G00 
Pe a | ed eo 
Ka Apeal (ys 404) yh Sette Quy (2.05) 
x ee | es aoe (088) rs) (3.20) ( 3.00) 
x we} 5.0 (-)| 157 non Bee (a.95\C1120) 
pe Sell ev (~)| 48°] (0.70) 733 | (6.75) (6.70) 
x | > 40 | (Ly) 133) (2)| 241! G30) (350) 


Die Versuchstiere wurden hier zuerst im niichternen Zustande 
mit Chloroform narkotisiert, und dabei die Blutzuckerveranderung 
wie die Glykosurie durch serienweise Untersuchung genau studiert. 
Dann wurde versucht, durch Traubenzuckerdarreichung eine 
annahernd gleich starke Hyperglykaémie oder Glykosurie hervor- 
zurufen, um die Zuckerausscheidunegsschwelle in beiden Versuchs- 
reihen miteinander in Vergleich stellen zu konnen. Wie bei den 
Morphinversuchen habe ich auch bei diesen Untersuchungen die 
Adrenalininjektion kombiniert, um den Hinfluss der Chloroform- 
narkose auf den abnorm gesteigerten Schwellenwert kennen zu 
lernen. 

Aus der Tabelle II ersieht man, dass die Glykosurie bei den 
chloroformierten Hunden gegentiber der Blutzuckersteigerung im 
alleemeinen verhaltnismassig starker zustande kommt als bei den 
mit Zucker gefiitterten, was darauf hinweist, dass Chloroform nicht 
nur hyperglykamisierend sondern auch zugleich auf die Zuckeraus- 
scheidungsschwelle herabsetzend einwirkt. Diese schwellenernie- 
drigende Wirkung des Giftes war bei den adrenalinisierten Tieren 
deutlicher als sonst. 
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TABELLE LE, 
Hunde.| Da- |Adre- reas g . Blutzuckergehalt mg% (Glykosurie %) 
De. tum. | nalin aa S ; : 
_ 1929 mg | xose |S yor ¥ it 1k 2 3 4 
10. mit 92 123 | 122- | 125 | 127 | 120 
SGU (—) (sp) (0.45)) (0.50) (0.45) 
14. ohne} 30/| 88 125 | 129 | 107 | 100 90 
ING ele: (>) (sp) (0 38) (0.30) 
Boke is; | 15.15 8a SEB Feet 1588 | TTF en 
aoe (—) (0.25) (0.75)| (0.89), (0.80) 
16 > | mit 90 127 | 130 | 133 | 143 | 149 
= SS 9 
» | (=) (0.65) (0.92) (0.92) 
ea ohne | 50| 87 130 | 138 | 144 | 130 | 109 
ee (—) (0.41) (0.58) (0.58) (sp) 
19. mit 89 UT 20 120 123 129 
“_——_  —_—_ 
Nee] Bi (0.37) (0-48) (0.45) 
16.2 kg | 15. 2.0 | ohne| 35) 95 138 | 147 163 | 166 | 160 
Rote (=) (sp) (0.82)} (0.78) (0.80) 
16 emit 93 130 | 137 139 | 145 | 145 
i (=) (0.55) (0.70) (0.85) (0.90) 
[Ee a ohne | 35 | 87 124 127 108 | 100 92 
” (—) (—) (sp) (sp) (—) 
18. mit 88 108 | 129 137 | 120 | 120 
Ne Sry (4) (—) (sP)} (sp)} (—) 
13.0 kg | 23. at el 95 129 | 197 148 | 148 | 132 
» (ES) (0.50) (0.88)} (0.90) (0.93) 
24. » | ohne| 20} 90 129 | 137 150 | 155 | 155 
” G) (=) (0.53)} (0.55)) (0.50) 
7 - 30] 85 120 | 122 108 | 100 93 
haute (—) (—) (—)} (-)| () 
18. mit 90 ila |) alee 130 | 132 | 130 
% (-) (=) ———, 1 (055): 
Nr. 4. (0.62) 
9.0 kg | 21. i an oe 95 120 | 127 136 | 138 | 138 
23. » | ohne|] 20] 92 120 | 137 145 | 143 | 138 
% (—) )) (0.40)| (0.38) (sp) 
1 ale) TAG 40 | 90 134 | 150 158 | 169 | 160 
3 (—) (sp) (0.79)} (1.05)} (0.92) 
21. Pema 92 113 | 128 144/140 | 142 
Ng 5: - (—) (sp) (0.82)| (0.88)| (0.88) 
14.5 kg | 23. 2.5 | ohne| 25 | 87 129 | 134 158 | 162 | 150 
” () (sp) (0.70) (0.72) (0.72) 
25. Py | aveuae 90 | 119 | 133 150 | 148 | 140 


” () (0.41) (1.07)| (1.00) (0.97) 
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VERSUCHE MIT ATHER. 

Viele Autoren (Fujii 1921, Kikuna 1927, Tate und Hira- 
yama 1926, Steinmetzer und Swoboda 1928, Bertram 1923, 
Ellison 1920, u.a.) haben schon festgestellt, dass Athernarkoxe 
eine Hyperglykiémie und Glykosurie verursacht, aber. auf die 
Verdnderung der Zuckerausscheidungsschwelle, welche ich zu 
kennen witnschte, wurde dabei gar nicht geachtet. 

In vorlhegender Arbeit habe ich zur Ermittelung des Einflusses 
der Athernarkose auf die Zuckerschwelle eine Reihe von den vor- 
angehenden ganz Ahnlichen Versuchen angestellt. Es sei nur 
bemerkt, dass ich am Anfang den Hund durch intrapleurale Ather- 
injektion narkotisierte, um die gebrauchte Athermenge genau 
messen zu kénnen. Weil ich aber dabei fand, dass dieses Ver- 
fahren keinen besonderen Vorteil gegentiber der Inhalationsmethode 
hat, und mein Untersuchungsresultat nicht direkt mit der gebrauch- 
ten Athermenge, sondern nur mit der Tiefe der Narkose zu tun hat, 
so habe ich in den spateren Versuchen das Tier durch Inhalation 
narkotisiert. Bei diesen Ather- wie bei den Chloroformversuchen 
war ich bemiiht, das Tier die ganze Untersuchungszeit hindurch 
in einen gleichmassig tiefen Narkosezustand zu versetzen. Die 
einzelnen Daten sind in der Tabelle III verzeichnet. 

Wie aus der Tabelle leicht ersichtlich ist, verursacht die Ather- 
narkose eine deutliche Hyperglykamie und Glykosurie. Die 
schwellenerniedrigende Wirkung des Athers war nicht so auffallend 
wie die des Morphins. Aber als der Blutzuckergehalt durch 
Zuckerzufuhr ungefahr so hoch wie bei den Versuchen mit Ather- 
narkose wurde, trat die Glykosurie nicht immer, doch hiufig, und 
dort starker als hier auf, was bedeutet, dass die Schwelle durch 
Athernarkose auch in gewissem Masse herabgesetzt wird. Diese 
schwellenerniedrigende Wirkung des Athers trat bei den Versuchen 
mit Adrenalininjektion deutlcher in die Erscheinung. Hieraus 
folet, dass Athernarkose den normalen Schwellenwert nur wenig, 
aber den durch Adrenalin abnorm erhodhten deutlich herabsetzt. 
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Da- | Adre-|Ather- 2 Blutzuckergehalt mg % (Glykosurie %) 
Hunde+ tum | nal. | Nar- | & 
Nr | 1929 |-mg | kose | | vor | $st | 1 | 13 2 3 4 
25. mit 87 96 | 156 169 | 152 | 135 
XI (—) (0.40) (0.82)} (1.07)| (1.17) 
26. ohne| 50} 90 141 | 152 159 | 155 | 140 
Sen a ee (—) (0.55) (0.70)| (0.77) 
13.0kg| 2. 1.5 | mit 87 140 | 155 190 | 207 | 177 
pRolah (—) @) (2.00) (2.90)) (2.50) 
3. » | ohne] 40] 91 139 | 178 228 | 220 | 207 
$9 (=? (sp) (2.08), (2.00) 
27. 5 70 | 92 137 | 158 172 | 178 | 170 
oh (=) (0.54) (1.27)) (1.50) 
29 mit 90 441 | 150 168 | 158 | 142 
Ne 2) 3 i) (0.40) (1.50)) (1.55)} (1.55) 
13.5kg| 2. ar fey 132 | 140 | 178 | 199 | 198 
— —.—.-c—FTClll]]|==_=_— 
xeiih (2.00) (3.50)} (3.57) 
6. , | ohne] 40} 89 131 | 170 205 | 200 | 192 
99 (=) (sp) (1.50)) (1.50) (1.00) 
30. 1.0 | mit 92 127 | 153 188 | 187 | 200 
XI (=), (S) (2.10) (3.05) (3.55) 
5. » | ohne} 50} 91 138 | 170 197 | 197 | 190 
Nr. 3 | XII (—) (sp) (0.87) (1.05)) (1.00) 
10.0kg] 6. 5 | mat 92 127 | 140 156 | 155 | 150 
3 | (0.70) (2.70)} (2.90) (2.00) 
9. , | ohne| 50] 87 147 |.189 | 224 | 218- | 210 
A (=) (0.75) (1.08) (3.05)} (2.70) 
10. mit 95 120 | 127 130 | 185 | 135 
iil ohne | 40 | 87 127 | 120 129 | 183 | 111 
” C=) (sp) (0.50)| (0.50)} (0.52) 
20. mit 92 130 | 148 135 | 120 | 191 
15.0 kg | 28. ohne | 60 | 90 142 | 144 120 | 102 | 100 
ie 1.5 | mit 82 140 | 198 198 | 190 | 172 
- CG) (0.57) (1.75) (2.00)} (1.72) 
8. » | ohne | 50| 89 149 | 179 220 | 115 | 200 
9 (=) (sp) (1.52), (1.51)) (1.40) 
"fe mit 91 127 | 142 137 | 146 | 135 
2 (=) (0.40) (1.02) (1.50)} (1.55) 
9. ohne | 40 | 87 128 | 130 129 | 120 | 115 
ey as (—) (—) (0.46), (0.40)} (0.30) 
13.2kg| 8. I Ws. 40} 90 143 | 166 182 | 180 | 171 
& (=) (sp) (1.00)) (1.51)} (1.30) 
et By i aiate 87 128 | 177 170 | 175 | 167 
> (—) (0.70) (1.48)] (1.36)} (1.30) 
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VERSUCHE MIT ALKOHOL. 


Uber den Einfluss des Alkohols auf den Blutzuckergehalt wie 
auf die Glykosurie sind die Angaben der Autoren nicht eindeutig, 
indem einige (Blatterwick und Maxwell 1920, Hetenyi 1924, 
u.a.) dabei eine Blutzuckersteigerung resp. eine verstarkte Zucker- 
ausscheidung fanden, wahrend andere (Tsuchiya 1927, Gavrila 
und Sparchez 1928) dagegen eher die umgekehrte Erscheinung, 
oder nur eine unbestimmte Veranderung beobachteten (Masamune 
1927, Oppermann 1913, Nitzeseu 1927). 

Bei meinem Versuche habe ich absoluten Alkohol mit Wasser 
verdiinnt in den leeren Magen des Tieres eingefiihrt. Weil ich 
durch einfache Alkoholzufuhr keine Glykosurie hervorrufen konnte, 
habe ich mit ihr Traubenzuckerdarreichung kombiniert. Die 
Versuchsanordnung war auch hier im grossen und ganzen wie die 
vorangehende. Die einzelnen Daten sind in der Tabelle IV wieder- 
gegeben. 

Wie die Tabelle zeigt, konnte ich keinen sichtbaren Hinfluss 
des Alkohols auf den niichternen Blutzuckerwert und auf die 
alimentire Hyperglykamie resp. die durch Kombination von 
Zucker- und Adrenalinzufuhr erzeugte Blutzuckersteigerung kon- 
statieren. Ebenso war die Wirkung des Alkohols auf die Aus- 
scheidunegschwelle bei einfacher alimentirer Glykosurie nicht nach- 
weisbar. Aber bei Versuchen an vier Hunden, wo Adrenalininjek- 
tion kombiniert wurde, habe ich die Herabsetzung des Schwellen- 
wertes durch Alkohol bei einem Tiere (Nr. 1) deutlich, an zwei 
(Nr. 3 und Nr. 4) nur in Andeutung beobachtet, wihrend sie bei 
dem vierten (Nr. 2) vermisst wurde. Der Alkohol scheint also 
auch auf die Zuckerausscheidungsschwelle einen herabsetzenden 
Einfiuss auszutiben. Aber diese Wirkung ist nicht so stark wie bei 
den anderen von mir gepriiften Narkotica und kommt nur gegen 
abnorm gesteigerten Schwellenwert zutage, wahrend sie gegen den 
normalen gewohnlich ganz vermisst wird. Das Alkohol scheint 
also auch auf die Zuckerausscheidungsschwelle einer herabsetzenden 
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TABELLE IV. 


Dae Mdrex ee 2 Was-| Blutzucker mg % (Glykosurie %) 
ee tum | nal. poe oq 8) ger 
* | 1929 | mg | oon [& | com | vor | gst ii 34 2 3 
2. 60 200 | 107 | 104|109 | 107] 102 | 105 
x (-) (+) (=)| (-) 
4, ~ | 40| 150) 98.) 117] 186 1 Tab+186 |404 
7, » | 120] 88 | 100] 125 | 139/138 | 191 
is ) G) (0.40) (0.40) 
Nr. 1 | 10. 1.0 | 60 | 60] 240! 87 | 175|278 | 280| 291 | 258 
11.5kg| 5, (=) (0.98) (7.80) (9.50) 
20 98 40 180 91 156 | 199 239 | 278 265 
. (=) (0.52 (3.20)| (5.55) 
12. a 60 ” D 90 121 | 134 185 | 221 | 229 
4 (—) (sp) (4.30) (5.05) 
17 n 30 | 130] 100 | 183 | 200 | 223 | 2920 | 205 
: (=) (0.50) (1.58)} (1.50) 
18. 40! 200] 91 | 129 | 108 88 | 91 _-]. ot 
xa =) (sp) (sp)| (—) 
27. GOH tok OE) TIS CetO CF gal ae a1 eae 
» 2 (=) (~)] (~) 
22. 1.0 » | 180/110 | 124]190 | 190] 200 | 179 
Nr. 2| X (-) (0.45) (1.20) (1.00) 
12.0kg | 39. af 60 ” 4 80 133170 205 | 203 | 192 
" (=) (sp) (1.05)) (1.00) 
24 - se eae ge A OSes) TROL 15s Narre vrre 2h yan 
5 (=) (0.40) (0.77) (0.60) 
27 i 30| 150| 97 | 123/158 | 180/182 | 140 
x (—) (sp) (0.72)} (0.80) 
25. 60 200 | 89 99| 101 | 100] 98 | 92 
nee (—) (-) (-=)| (=) 
25. 40| 150] 88 | 132] 12 115 | 92 | 89 
lipse (—) (0.32)) , (sp)| (—) 
19. 60 | ,{ 4» | 90 | 128] 1385 | 120] 109 | 100 
x {—) (sp) (0.29)| (0.29) 
Nr. 3) 98. 1.0 45 | 180| 82 | 149)178 | 2151210 | 200 
10.5kg | (=) (sp) (1.80) (1.00) 
at, » | 60 |55| 200] 89 | 133/174 | 203 | 212 | 200 
“0 (—) (sp) (1.12)} (2.05) 
3 - » | 9 | 98 | 1547278 | 250 |-941 } 205 
XI (—) (0.55) (357) (3.07) 
6. » | 60 |50] 195] 89 | 120|192 | 287 | 937 | 233 
- (—) (sp) | (3.66)| (3.50) 
24. 80 240 | 938 98 | 88 ss | 95 | 95 
va (2) (me) (eee) 
Nr. 4 | 45, 50 | 200/} 90 | 188/120 | 102] 91 | 95 
16.0kg | xy ie (0.35) (sp)| (—) 
9. 80 |. |. » 1°98 | 180] 132) 1 4874 408 207 
».& (—) (sp) (0.42), (sp) 


Ww 
o> 
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TABELLE IV. (Continued) 


Bea Da- aa rick Was- Blutzucker mg % (Glykosurie %) 
oe tum | nal. hol |= 2 Ser 
1929 | mg te a cem | vor | 3st 1 13 2 3 
28. 1.5 85 | 65] 240) 89 129 | 170 221 | 230 | 209 
x CG) (=) (2.00)) (2.55) 
31. sf 60 220 | 87 139 | 205 225 | 255 | 209 
Nass Aes (=); (0.48) (1.80)} (1.82) 
16.0 kg | 30. » 85 65 | 240] 90 134 | 172 204 | 211 210 
5. A ws BS 92 147 | 190 208 | 209 | 190 
XI (—) (sp) (1.00)| (1.05) 
Hinfluss auszutiben. Aber diese Wirkung ist nicht so stark wie 
bei andern von mir gepriiften Narkotica und kommt nur gegen 


abnorm gesteigerten Schwellenwert zutage, wahrend sie gegen den 
normalen gewohnlich ganz vermisst wird. 


VERSUCH MIT SCOPOLAMIN. 


Eda (1927) fand bei drei Kranken mit Parkinsonismus nach 
Scopolamininjektion eine Herabsetzung* des Schwellenwertes und 
zugleich eine Besserung der Zuckerassimilation, obwohl die Wir- 
kung beim Diabetiker nicht eindeutig war. 

Weil Scopolamin am Menschen bekanntlich narkotisierend 
wirkt, so stellte ich damit Versuche am Hunde an, ohne die schon 
im Lehrbuch beschriebene Tatsache zu kennen, dass der Hund gegen 
Scopolamin sehr widerstandsfahig ist und auch durch eine grosse 
Dosis Gift nicht leicht narkotisiert, vielmehr eher in Aufregung 
versetzt wird, was ich auch bei meinen eigenen Versuchen bestatigt 
finden konnte. 

Wie in der Tabelle V angegeben, verhielten sich zwei meine 
Versuchshunde nach Scopolaminzufuhr ganz ruhig (wie narkoti- 
siert), zwei andere wurden stark erregt. In diesen beiden Gruppen - 


* Korrektion fiir Eda’s Arbeit mit dem Titel ,,Einfluss des Atropins und 
Scopolamins auf die Zuckerausscheidungsschwelle.’’ Diese Zeitschr. 1927. 7. 
355. Zeile 7.: Statt ,,eine Erhdhung des Schwellenwertes‘‘ lies ,,eine He- 
rabsetzung des Schwellenwertes“. 
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TABELLE V. 
0.2% |, B12 9 +, o7)| Verhalten 
Hunde. Eo at 3 E g cj Blabsuckorp hale mg % (Glykosurie % ) a iiewes 
Nr Scopo-5 4/3 Si 1 5 nach Sco- 
1929 Tamein <g 5 von | ist if 1s 2 3 itainia 
TOM orOni aco So 98 147 | 22 260 | 254 217 ruhig 
xa (—) (sp) (2.00), (5.10) 
13 fe |) | 8 158 | 230 249 | 245 | 240 
Ne Gs (—) (0.51) (2.39)| (2.55) 
15.0kg|16.| 5.0 ” ” 88 156 | 183 205 | 238 238 ruhig 
” ca) (sp) (1.32)) (4.70) 
17 Polliaeey igehct | 34 eL79 240 | 255 | 250 
ss (-) (0.41) (3.30)) (3.30) 
13 Seu) |) OS) 166 | 200 223 | 220 | 215 
. (—) (0.50) (2.05)| (2.09) 
16.; 4.0 ” ” 92 127 | 184 200 | 230 238 aufgeregt 
oN ote. (—) (sp) (1.40)) (1.88) 
12.5kg | 18 ” Oe 164 | 190 198 | 210 | 2 
(—) (0.45) (1.55)} (1.55) 
DON SOON sess So 132 | 129 175 | 226 | 227 | aufgeregt 
20 » |.380 | 95 130 | 198 205 | 188 192 
” —) (sp) (0.95)) (0.90) 
a1.| 6.0 | » | , | 100 | 197] 154 | 188|195 | 190 | aufgeregt 
Nes |. (—) (sp) (0.50)} (0.70) 
15.0 kg | 23 ob * 90 142 | 149 199 | 208 211 
” (|) (0.42 (1.00)} (1.70) 
EN HOP Sere Pee Be 127 ETT, 208 | 235 | 222 | aufgeregt 
20. BOM Se 140 | 177 195 | 212 205 
” (—) (0.31) (1.87)} (2.00) 
21,| 5.0 rp = 89 124 | 175 210 | 233 230 ruhig 
ENG ieee (-) (sp) (1.88)) (1.92) 
1.30kg | 23. i ae) 0 148 | 164 188 | 192. | 189 
” (©) (sp) (1.05) (1.20) 
24.| 6.0 ay 5 92 129 | 138 178 | 179 188 ruhig 
” (=) (sp) (1.50)) (1.52) 


der Versuchstiere gingen nun die Untersuchungsresultate ganz aus- 
einander. Bei einem ruhigen Tiere (Nr. 1) wurde die Glykosurie 
nach Adrenalin-Zuckerzufuhr beim Gebrauch von Seopolamin im 
Vergleiche zu der Hohe der dabei auftretenden Hyperglykamie 
relativ starker als bei den Kontrollversuchen, was bedeutet, dass das 
Gift auf die Schwelle erniedrigend eingewirkt hat. Aber bei einem 
anderen solchen (Nr. 4) war diese Wirkung nicht deutlich nach- 
weisbar. Bei den aufgeregten Tieren wurde keine Herabsetzung 
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des Schwellenwertes beobachtet, sondern eher eine Neigung zur 
Erhohung gefunden. 

Aus allen oben erwahnten Versuchen stellt sich heraus, dass 
bei einer tiefen Narkose gewohnlich eine Erniedrigung der Zucker- 
ausscheidungsschwelle mit Hyperglykamie zustande kommt. Diese 
schwellenerniedrigende Wirkung der Narkotica war gegen den 
normalen Schwellenwert nicht sehr auffallend, wahrend sie gegen 
den durch sympathische Reizung abnorm gesteigerten deutlicher in 
die Erscheinung trat. Hieraus konnte man wohl vermuten, dass 
die Herabsetzung der Schwelle durch Narkotica mit der Steigerung 
der Sympathikotonie immer auffallender wird. In der Tat wurde 
eine solche Erscheinung bei meinen Untersuchungen haufig gefun- 
den, was man durch genaue Betrachtung der Tabelle leicht ersehen 
kann. Weil die Reaktion des Organismus gegen Giftwirkung mit 
der Zeit schwankt, so wurde die Hyperglykamie durch Narkotica, 
welche nach herrschender Ansicht hauptsichlich durch Sympa- 
thikusreizung verursacht wird, trotz denselben Versuchsbedingun- 
gen bei wiederholten Untersuchungen haufig verschieden stark 
gefunden. Wo die Hyperglykamie starker zustande kam und so 
eine staérkere Sympathikotonie anzunehmen war, war die He- 
rabsetzung der Schwelle auch auffallender. ; 


EINFLUSS DER NARKOTICA AUF DEN DURCH ACETYLCHOLIN 
ERHOHTEN SCHWELLENWERT. 


In den oben erwahnten Versuchen wurde festgestellt, dass die 
schwellenerniedrigende Wirkung der Narkotica auffallender wird, 
wenn vorher die Schwelle durch Sympathikusreizung mittels. 
Adrenalins kiinstlich erhéht ist. Weil Acetylcholin durch die 
zentrale Sympathikusreizung auf den Schwellenwert erhohend wirkt 
(Kawashima 1928, Kawashima und Iwanaga 1930, Iwa- 
naga 1930), so hegt der Gedanke nahe, dass man beim Gebrauch 
dieses Giftes statt Adrenalin eine ahnliche Erscheinung erwarten 
kann. Das zu beweisen, habe ich an den mit einer gleichen Menge 
Acetylcholin injizierten Hunden einmal mit Zuckerzufuhr und ein 
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andermal mit Narkoticis eine annahernd gleich starke Hyper- 


elykamie hervorzurufen versucht. 


Ich habe dann die Starken der 


dabei gefundenen Glykosurie miteinander in Vergleich gestellt, um 
die Verdnderung der 


daraus 


Zuckerausscheidungsschwelle zu 


TABELLE VI(1). 


Da | Ae § Blutzuckergehalt mg % (Glykosurie %) 
Hunde-| tum | Phil's &%) Narkotiea | 
tr. 1930 ¢ is in N vor x st ul 13 2 | 3 
| | | 
95°11 0.4 1-20 90 168 | 152 120 | 92) 93 
(=) (sp) CSP) ieee) 
gee eae 92 | 188| 215 | 190/142 | 100 
(=) (1.50) (1.75) (0.82) 
ae tae 2% Morphin-| 87 | 180/173 | 148 | 122 | 107 
Nr. 1 ldsung 9ceem| (—) (0.85) (0.95) (0.75) 
14.kg |10. IT . ns 84 192 | 199 200 | 160 | 157 
) (2.50) (4.00) (1.05) 
Zee 55 oo Chloroform- | 87 170 | 142 138 | 130 125 
_, narkose (—) (0.58) | (0.60) (sp) 
2At Athernar- g9 | 173 | 155 | 140/125 | 100 
kose (—) (1.02) (0.87) (0.52) 
Sie O65 25 89 160 | 127 92 | 100 94 
(=) (sp) (=) C=) 
10. II ” 50 101 178 | 150 129 | 120 103 
3) (0.56) (0.50) (—) 
29.1 a 2% Morphin-| 106 157 | 146 124 | 126 | 109 
Nr. 2 lésung 10cem| (—) (0.50) (0.95) (0.90) 
18,)ee) 4017) ~5, . 39 | 1921188 | 150| 127 | 120 
(—) (1.00) (2.20) (0.52) 
HS) 6s a Chloroform-| 89 166 | 157 140 | 1388 125 
_, narkose > (0.90) (0.98) (sp) 
OTE Athernar- 90 165 | 157 130 | 102 95 
kose Ee) | (1.25) (0.77) (sp) 
4,II| 0.45 | 20 85 188 | 143 112 95 95 
(—) (0.46) isp) (=) 
aie tos? G0 90 | 190| 188 | 165 | 130 | 415 
(=) (1.05) (1.00)! (0.47) 
ON ss % 2% Morphin-| 83 168 | 165 173 | 152 | 492 
Nr. 3 losung 12cem) (—) (0.47) (1.95) (0.95) 
Ale peaysiste a Ula. ms - 85 205 | 200 157 | 12 118 
(—) (1.95) (3.31) (2.70) 
92 s Chloroform-| 92 163 | 165 132 Holeb a eine 
,, narkose (—) (1.07) (0.87)| (sp) 
SEIMEI. 54 Athernar- 95 170 | 151 132 | 108 | 108 
kose ) (1.05) (1.00) (0.50) 


VEN 


Or 
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TABELLE VI(2). 


| Aco- | # 9 E ‘ 
‘ Wae 5 Blutzuckergehalt mg % (Glykosurie %) 
ee tum he S oo} Narkotica 
BN 19S os g vor | 3st ema 2 3 
T.ALE 70.35: | 20 91 142 | 138 115 92 87 
(—) (sp) ah eS) 
Lote, 40 90 210 | 203 165 | 127 100 
(ey (1.52) (1.20)} (—) 
ae cae 2% Morphin} 87 | 158|192 | 200/170 | 132 
Nr. 4 lésung 9cem| (—) (0.82) (2.55)} (2.90) 
13.kg |28.| , Chloroform-| 92 | 195 |190 | 148] 127 | 106 
_. narkose i) (2.27) (2.30)| (0.80) 
ala Fy Athernar- 85 177 | 142 140 | 110 98 
= See 5 
kose (—) (1.45) (0.58) 
SFlies 0 9 85 150 | 136 100 95 97 
(-) (0.81) (0.57) 23 st T 
7.IL| 0.45 | 30 95 210 | 200 152 | 120 92 
() (1.80) (0.80)| (—) 
1 | 0:3 40 87 158 | 147 130 | 108 110 
(—) (0.40) (sp)| (—) 
9. 5, | 0.45 2% Morphin 90 | 2001205 | 192] 153 | 111 
Nr. 5 lésung 12cem| (—) (1.18) (3.00)} (2.05) 
15.5 kg | 28. ,. | 0.3 Chloroform- | 85 149 | 140 127 | 130 108 
_, narkose (=) (0.90) (0.95)| (0.40) 
By IME Athernar- 90 150 | 157 140 | 112 | 100 
kose ce) (sp) (0.40)} (058) 
Oe os 4 ” 92 162 | 159 120 | 101 97 
(—) (0.55) (100) (0.50) 


ermitteln. Die einzelnen Daten sind in der Tabelle VI wieder- 
gegeben. 

Aus der Tabelle kann man ersehen, dass der Schwellenwert bei 
den narkotisierten Tieren immer niedriger als bei den Kontroll- 
versuchen mit Zuckerzufuhr war, indem die Glykosurie bei einer 
gleich starken Hyperglykamie dort unverkennbar grésser gefunden 
wurde als hier. Bei diesen Versuchen war die schwellenernie- 
drigende Wirkung des Morphins, Chloroforms und Athers fast 
gleich stark ; und so war bei der annahernd gleich hohen Blutzucker- 
steigerung die Glykosurie in den Versuchen mit den verschiedenen 
Narkoticis ungefahr gleich gross. Dass Morphin bei meinen in den 
vorangehenden Abschnitten mitgeteilten Versuchen weit starker 
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schwellenerniedrigend wirkte als die iibrigen Narkotica, beruht wohl 
darauf, dass der Sympathikus durch Morphin am stirksten gereizt 
wird, sodass die Hyperglykamie auch am deutlichsten in die 
Erscheinung trat. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Beim Hunde wirkt Morphin deutlich den Blutzucker 
steigernd und die Glykosurie hervorrufend. Das Gift hat daneben 
eine die Zuckerausscheidungsschwelle erniedrigende Wirkung, 
welche aber bei einer kleinen Morphinzufuhr nicht, und erst bei einer 
erossen Dosis deutlich zum Vorschein kommt. Die durch Adrenalin 
abnorm erhédhte Schwelle wird am auffallendsten durch Morphin 
herabgesetzt. Das Gift wirkt also auf den abnorm erhohten Schwel- 
lenwert deutlich erniedrigend, aber nicht auf den normalen. 

2. Die Chloroform- und Athernarkose wirkt auch hyper- 
elykamisierend und zugleich die Zuckerausscheidungsschwelle 
herabsetzend. Diese schwellenerniedrigende Wirkung der Gifte 
war bei adrenalinisierten Tieren deutlicher als sonst. 

3. Der Blutzuckergehalt des Hundes wurde bei meinen 
Versuchen durch Alkoholzufuhr nicht beeinflusst. Die schwellen- 
erniedrigende Wirkune des Alkohols war auch schwacher als die 
der oben genannten Narkotica. Gegen einer normalen Schwellen- 
wert wurde eine solche herabsetzende Wirkung vermisst, und nur 
bei Tieren, deren Schwelle durch Adrenalin iibernormal erhoht war, 
nicht immer, aber oft mehr oder weniger deutlich beobachtet. 

4. Durch Scopolamin war der Hund schwer zu narkotisieren, 
und oft wurde durch das Mittel ein Erregungszustand hervor- 
gerufen. Bei den durch das Gift betaéubten (ruhig gewordenen) 
Tieren wurde der durch Adrenalin- und Zuckerzufuhr erhohte 
Blutzuckergehalt und der Schwellenwert nicht immer, aber oft in 
gewissem Masse heruntergedriickt. Bei aufgeregten Tieren wurde 
dagegen keine solehe Wirkung, sondern eher eine Neigung zur 
gegenseitigen Erscheinung beobachtet. 

5. Auf den durch Acetyleholin abnorm erhohten Schwellen- 
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wert wirken Morphin, Chloroform und Ather deutlich herabsetzend, 
ebenso wie bei Kombinationsversuchen mit Adrenalin. 

6. Je starker die Schwelle durch die Steigerung der Sym- 
pathikotonie erhoht ist, desto deutlicher wird sie durch die Narko- 
tica herabgesetzt. Dass Morphin bei meinen Versuchen die Her- 
absetzung der Schwelle haufig weit stirker als die tibrigen Narkotica 
hervorrief, beruht wohl darauf, dass das Gift am stirksten sym- 
pathikotonisch wirkt. 

Bei meinen Acetylcholinversuchen, wo eine fast gleich starke 
Hyperglykimie durch Morphin, Ather und Chloroform hervor- 
gerufen wurde, wurde kein nachweisbarer Unterschied zwischen den 
schwellenerniedrigenden Wirkungen der Gifte konstatiert. 
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THE FORMATION OF METHYLGLYOXAL FROM 
HEXOSEPHOSPHATE IN THE PRESENCE 
OF ANIMAL TISSUES. 


By 


HIROSHI INOUE. 


(From the Department of Biochemistry, Niigata Medical School, Niigata. 
Director: Prof. N. Ariyama.) 


(Received for publication, February 2, 1931) 


The trend of recent ideas in the study of the intermediary 
products of sugar metabolism is towards the view that methylglyoxal 
may be regarded with a fair degree of certainty as an intermediate 
between hexosephosphate and lactic acid. The biological evidence 
for the formation of methylglyoxal from the hexose has been, how- 
ever, furnished only of late. Toenniessen and Fischer (1926) 
claim that they are able to demonstrate for the first time the pro- 
duction of methylglyoxal from hexose-di-phosphate in the presence 
of animal tissues. They use fresh muscle of the pig as the enzyme 
souree and add pancreas tissue to it with the intention of retarding 
the action of glyoxalase, which converts methylglyoxal to lactic 
acid, by the action of ‘‘antiglyoxalase’’ contained in the pancreas. 
Ariyama (19281) recommends autolysed liver in preference to the 
mixture of muscle and pancreas for increasing the yield of methyl- 
glyoxal. Applying the autolysis-method, Vogt (1929) was able to 
show 30% conversion of hexose-di-phosphate to methylglyoxal. 
Neuberg and Kobel (19291 & ii) succeeded in demonstrating the 
almost quantitative conversion of hexose-di-phosphate to methyl- 
elyoxal by the use of well washed lactic acid bacteria and yeast. 
Fromageot (1929) showed 90% yield of methylglyoxal from 
hexose-di-phosphate in the presence of alcohol-ether-dried colon 
bacteria. 70% conversion of sugar to methylglyoxal was pointed 
out by Widmann (1929 & 1930) at the time of glycolysis by the 
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acetone-dried and autolysed erythrocytes. Yamasaki (1930) 
obtained 77% yield by the use of dried Torula colliculosa. 
Autolysis, washing or drying of the enzyme source might be inter- 
preted as depriving the material of the co-enzyme necessary for 
elyoxalase activity, thus allowing methylglyoxal to accumulate in 
the solution. The remarkably lower yield of methylglyoxal in the 
case of animal tissues compared with that in other cases prompted 
an inquiry into the possibility of establishing conditions under 
which the yield of methylglyoxal might be increased by the use of 
animal tissues. 


I. Tse Metrnop ror THE DETERMINATION OF 
METHYLGLYOXAL. 


The quantitative determination of methylglyoxal was per- 
formed by Ariyama’s colorimetric method (192811). The 
reliability of the method was guaranteed on every occasion by 
examining the melting point of the p-nitrophenylosazone of the 
product which developed the typical blue colour with the reagents. 
The osazone had always the same melting point as the corresponding 
compound prepared from the pure methylglyoxal (283° uncor- 
rected). The analyses of the osazones, which were performed now 
and then, constituted the only evidence of their purity. At the 
same time the product was found to be converted quantitatively 
into lactic acid by the action of glyoxalase. Thus, there is no 
reason for assuming that this product will be other than methyl- 
elyoxal. The detection of methylglyoxal as osazones is undoubtedly 
the most reliable method in the qualitative sense, but it seems to 
furnish no satisfactory basis for quantitative determination. For 
instance, the yield of raw p-nitrophenylosazone slightly exceeds, 
as a rule, the theoretical value, falling under 50% upon purifying 
them so as to raise the melting point to the expected temperature. 

Magnesium hexose-di-phosphate, which was used as the sub- 
strate in my experiments, was prepared from calcium salt by the 
Neuberg and Sabetay method (1925). 
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Il. Tsar ENzyYME ror THE PropuctTION oF METHYLGLYOXAL 
FROM HEXOSEPHOSPHATE. 


Ariyama (l.¢.i) showed that the following two points were 
essential as the conditions for a better yield of methylglyoxal: 
the autolysis of the tissue should be carried out for 2 or 3 days at 
pH 7.0 and 37.5°, and the incubation of hexose-di-phosphate with 
the filtrate of the autolysed tissue should be continued for 3 days 
at pH 6.2 and 37.5°. Vogt (l.¢.) claims that the residue of the 
autolysed tissues (liver, kidney and muscle of the pig and the 
rabbit) is distinctly more potent than the filtrate in its ability to 
form methylglyoxal from hexose-di-phosphate and that the filtrate 
has even a retarding effect on the action of the residue. Such a 
phenomenon was never noticed in my experiments. The filtrate 
was always more potent than the residue, as long as the tissue was 
subjected to autolysis for at least 48 hours. The discrepancy 
encountered can be traced, as Vogt also noticed, to the fact that 
a large amount of the co-enzyme survives in the filtrate of the 
tissue, which is autolysed for only 24 hours. In the presence of 
such a large quantity of the co-enzyme the filtrate of the autolysed 
tissue may indicate the dominance of lactic acid formation from 
methylglyoxal over the production of methylglyoxal from hexose- 
phosphate. After a lapse of 48 hours or longer, the content of the 
co-enzyme in the filtrate may become smaller and allow methyl- 
glyoxal to accumulate. The following experiment shows clearly 
that this is the ease. 

The finely minced fresh liver of a rabbit was autolysed at 37.5° 
with four parts of a borie acid-borax buffer solution of pH 7.0 and 
some toluene. After the lapse of 24, 48 and 72 hours, 10 ce. portion 
of the autolysate was taken out and centrifuged sharply. 0.2 gm. 
of magnesium hexose-di-phosphate was mixed with the supernatant 
fluid and the residue. The mixtures thus prepared were diluted to 
100 ee. with 50 ce. of a buffer solution of pH 6.2 and water, and 
then incubated further with some toluene at 37.5°. As a control 
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10 ce. of the whole autolysate were treated in the same way. The 
amounts of methylglyoxal, lactic acid and inorganic phosphate in 
the incubated mixtures were examined every 24 hours. For this 
purpose 10 ce. were pipetted out of each mixture and deproteinized 
with 10 ce. of 4% trichloracetic acid. Methylglyoxal in the filtrate 
was determined by the colorimetric method, lactic acid by the 
method of Friedemann, Cotonio and Shaffer, and free phos- 
phate by the Briggs method. A slight amount of lactic acid 
formed spontaneously in the residue and in the whole autolysate 
was checked by another control and was deduced from the results 
shown in the main test. The data are summarized in Table I. 

Several interesting conclusions may be seen from the data 
shown in the table. In the case of the filtrate, the yield of 
methylglyoxal increased as the autolysis was prolonged, with a 
concomitant decrease in the production of lactic acid, This is to 
be interpreted as the result of the weakening of the glyoxalase 
activity more rapidly than the enzyme responsible for the methyl- 
elyoxal formation (‘‘glycolase’’ of Neuberg). On the other hand 
the liberation of inorganic phosphate decreased with the progress 
of autolysis, thus indicating the gradual destruction of the enzyme 
which decomposes the hexosephosphate molecule. The fact that 
the residue, contrary to the filtrate, lost its activity to produce 
methylglyoxal and lactic acid with the protraction of autolysis 
may be conceived as the sequence of the weakening of both 
elyoxalase and glyeolase. In the case of the whole autolysate, the 
production of methylglyoxal and other substances was affected by 
autolysis in the same fashion as in the filtrate. 

To sum up, the distribution of glyoxalase between the filtrate 
and the residue shifted in favour of the former when autolysis 
was continued for more than 48 hours. The duration of autolysis 
of the tissue is, it should be mentioned, one of the most significant 
factors involved in the present problem. 

By means of various treatments, several attempts were made, 
in the mean-time, to save the time of autolysing the tissue for 48 


373; 


Hexosephosphate in the Presence of Animal Tissues. 


TOL LG 89 O'eL o§& L°9 66 eV 66L GL 
T6 6G Gy G6 C6 gg G8 Sé 9°0L 8V GL 
vv Te V9 ov Tae Gs 67 LG 68 FG 
(oie 8g €9 [eel Sv 69 OUT OP O°eT GL 
GOL os 69 8°6 LG 89 SOT ss FOL SY 8Y 
Lg I 8g 89 oh GS, &g LG 68 VG 
GPL Sv 69 OFT VG gs 9'GT OL 9°8 GL 
OTL GE 09 LTT o& GL STL tem T8 SF TG 
180) C6 og 89 LG VL L9 oE& SL VG 
ayeydsoyd prow [exosys |oyvydsoyd prow [exosys jozeydsoyd prow [exos,s (tu) (at) 
OTUBSLOUT | dTyovry -AqjepT | otuvsiouy| oyovry AYO, | otuvsatouy|) oljovry -AUIOTL rae. 24 
n He a 
ee 
oO 
opvspoyne o[O AA anprIsary O4VAYLA 3 4 wees race 
Saee| & 
gar oe 
(09 0OT UL ‘UlsuL) poonpoid seouvqsqng is St z 
e+e o © 
far) ! 1 


‘I9ATT poskjojny Jo onptsoy puv o}vay Aq [Vxo{[S[ANJOW JO worponporg 


‘Tl wavy 


374 H. Inoue: 


hours or longer to destroy glyoxalase. Sakuma’s finding (1930) 
that glyoxalase is extremely sensitive towards alcohol led the 
present writer to attempt the separation of glycolase from glyoxalase 
by treating them with alcohol for a suitable period. It will be 
recalled that Vogt (l.¢.) applied heat and alcohol for the same 
purpose with indifferent success. In my experiments, the alcohol- 
treatment of the liver hash has proved to serve a double purpose, 
that the liver powder thus prepared was almost as potent as the 
autolysed liver for the formation of methylglyoxal from hexose- 
phosphate, and that the powder kept its activity for at least three 
weeks. 

The following experiment gives an idea of the production of 
methylglyoxal from hexose-di-phosphate by the lver powder pre- 
pared by the alcohol-treatment. 

The finely minced fresh liver of a rabbit was treated with four 
parts of absolute aleohol for 10, 20, 30, 40 and 60 minutes respec-’ 
tively, filtered quickly through a Biichner funnel, washed with 
ether and then dried in an evacuated desiccator. 0.14-0.15 gm. 
of the powder corresponded to one gram of the fresh liver. The 
extraction of the enzyme out of the samples of the powder was 
carried out under the conditions which had been found to be the 
best by control experiments: namely the samples were extracted 
with 35 parts of a buffer solution of pH 6.2 at 25° for 24 hours 
and then filtered. Five ec. of the filtrates corresponded to one 
gram of the fresh tissue. The filtrates were used as the source of 
the enzyme. On the other hand a portion of the same fresh liver, 
from which the powder was prepared, was autolysed for 48 hours 
with 4 parts of a buffer solution of pH 7 at 37° with a view to 
compare its activity to produce methylglyoxal with that of the 
extracts of the powder. Five ee. of the filtrate of the autolysate 
corresponded to one gram of the fresh tissue. The extracts of the 
powder and the filtrate of the autolysate were mixed with hexose- 
di-phosphate in the following way and the increase of methyl- 
elyoxal in each mixture was examined every 24 hours. 
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Extracts of the samples of the powder 


or the filtrate of the autolysate. 5.0 ec. 
Mg hexose-di-phosphate. 0.45 gm. 
Buffer solution of pH 6.2. 50 ee. 
Water. To 100 ee. 
Toluene. 2.0 ce. 


A small amount of lactic acid, which was produced from the 
autolysate alone, was checked in a control experiment. The results 
are submitted in the following table. 


TABEL ITI. 
Aleohol-Treatment of Rabitt’s Liver. 


Time of alcohol-treatment Adttol@acd 


liver 
(control) 


10 min. 20 min. 30 min. | 40 min. | 60 min. 


Methylglyoxal (MG) and lactic acid (LA) produced (mgm. in 100 ce.) 


Time of incubation 


(hr.)| MG | LA | MG | LA | MG| LA | MG | LA | MG/ LA MG | LA 


24 OP tOn ateacio ARGON S05 Nee 0.58) 11.6) 1) (Or 0 Ory 8254s 2:7 
48 7-Gn|eecOn |e OO) De orsilaes:Oal= Galena. | tals dG, 0) | 13-2 | 4:3 


72 9:90) 8:6) LOSE SO One SON aoi7. ll vo.4e|) 1.6. | 22.0 0. |-13.3 | 8.6 


It is revealed in the above table that the liver powder, which 
had been treated with alcohol for 20 minutes, was only slightly 
inferior to the autolysed liver in its potency to produce methyl- 
elyoxal from hexose-di-phosphate. The powder may be thus used 
in place of the autolysed liver, though the result cannot yet be 
regarded as quite satisfactory. 

Taken in conjunction with Sakuma’s experiment (l.¢.), in 
which he demonstrated the complete inactivation of glyoxalase by 
dialysing the tissue for 5 hours, the dialysis of the tissue might 
be full of instructive features in our present design to increase the 
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yield of methylglyoxal from hexosephosphate. Under this assump- 
tion the following experiment was carried out. The minced fresh 
liver of a rabbit was extracted with 4 parts of water for an hour 
at 25° and a part of the mixture was then filtered. 5cc. of the 
filtrate were dialysed through a collodion sack against distilled 
water for 6 hours. On the other hand the original mixture was 
autolysed for 48 hours and filtered. The dialysed and autolysed 
samples were treated in the following manner. 


Dialysed liver extract or Corresponding to 5 ce. of the 
filtrate of the autolysate. original extract. 

Mg hexose-di-phosphate. 0.45 gm. 

Buffer solution of pH 6.2. 50 ee. 

Water. To 100 ee. 

Toluene. 2.0 ee. 


The mixtures were incubated at 37.5° and the quantities of 
methylglyoxal, lactic acid and free phosphate produced were deter- 
mined at intervals of 24 hours. It was established in control 
experiments that the dialysed extract was completely indifferent 
towards methylglyoxal, even after 72 hours’ contact with it, while 
the autolysate still contained a small amount of glyoxalase. In 
other controls, in which the dialysed extract and the filtrate of the 
autolysate were incubated without the addition of hexosephosphate, 
a small amount of lactic acid was found to be produced from the 
autolysate. The data are shown in Table III. 

It should be emphasized that the most satisfactory results were 
achieved by using the dialysed liver extract: the yield of methyl- 
glyoxal was very high and the incubation was never troubled by 
the formation of lactic acid. 


III. Tue Optimum ConpDItTIoNns FOR THE PRODUCTION OF 
MrTHYLGLYOXAL FROM HEXOSE-DI-PHOSPHATE. 
As cited in the preceding chapter, the optimum conditions for 
the formation of methylglyoxal from hexosephosphate, i.e. the 


Hexosephosphate in the Presence of Animal Tissues. 377 


TABLE . LIL. 


Dialysis of Tissue. 


2 Substances produced (mgm. in 100 ce.) 
5 © 
= 3 
a 4 No. 1 No. 2 
= 2 (6.1 Diatysed 
a ialyse jeter 2 
i A Sxtvact Autolysate | Dialysed extract Autolysate 
2 m 
B 2 22 22 
e Pet Sei Men Ue dadebre | o> “icon (ron Neore: eed 
SO cts) Sed Be | Sol PR ee tS | bee 
Le) sero e| as loet| a3) eo! 8h) eg) os 
(hr.) am/Helam/Hel/am)/Qal| Aa) aml ae| es 
24 5.3 0 6.8 aes 6.6 0 4.1 5.8 1.6 dL 
48 6.7 0 2 4.3 de 0 5.9 7.0 3.8 8.1 
72 8.3 0 Tonk 6.5 9.6 0 0) 8.5 5.9 9.7 


optimum hydrogen-ion concentration and the duration of the 
autolysis of the tissue and of the incubation of the autolysed tissue 
with hexosephosphate were already discussed by Ariyama. It 
became, however, evident in the course of my experiments that 
the quantities of the enzyme as well as of the substrate had a 
marked influence upon the yield of methylglyoxal. This observa- 
tion initiated an examination of the closer correlation of their 
quantities. The results of a series of experiments, which were 
performed by combining the amounts of hexose-di-phosphate and 
the liver extract (autolyzed for 48 hours) in various proportions, 
are submitted in Table IV. 


Mg hexose-di-phosphate.° = Varying amounts 
Liver extract. A ef 
Buffer solution (pH 6.2). 50 ee. 

Water. To 100 ee. 


Toluene. 2 ee. 
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TABLE IY. 
Influence of Amounts of Enzyme and Substrate on Production 
of Methylglyoxal. 
Enzyme (ce.) 
oO 
3 ACC: 3 ee. 
i 
3 
R Substances produced after 72 hours’ incubation (in 100 ec.) 
Methyl Lactie Inorganic | Methyl Lactic Inorganic 
glyoxal acid phosphate] glyoxal acid phosphate 
(gm.) |mgm.) % |mgm.| % |mgm.| % |mgm.) % |mgm| 9% |mgm.) % 
0.090 Gale Sto 7G 47.6| 491 14.6) 3.8) 9.1) 5.5) 37.9 
0.270 | 14.1) 14.0) 5.9:) 4.7 | 13:2) 30.4) 13.5) 13.4) 59) 47} 14.2) 32.6 
0450) 2/701) 10 |. 720 Sissel 6s LS) (6:84) LOS 5.2) 136) 190) 
Enzyme (cce.) 
oO 
+S 5 ee. 10 ee. 
ic) 
mn 
re 
QD Substances produced after 72 hours’ incubation (in 100 ee.) 
Methyl Lactic | Inorganic | Methyl- Lactic | Inorganic 
glyoxal acid phosphate} glyoxal ‘acid phosphate 
(gm.) |mgm.) % |mgm.| % |mgm.) % |mgm.| % |mgm.| 9 |mgm.| % 
0.090 3.6| 10.7/ 4.4) 10.5) 6.4) 44.1 10:1) 6.55) 1551 '6.9)\-4726 
O2705 | 10:87) 10564) 6:53) 5:2)/ 1651 87.0 9.2} 81] 6.4] 16.8] 38.6 
0.450 8.7 ose LEO) 6.207 15:6)| 2 Ou bb P  Se2 PLS On 6:20 eG 5 We oeEs 


The mixtures were analysed for their content of methyl- 
glyoxal, lactic acid and free phosphate after 3 days’ incubation 
In all of the above experiments appropriate blank tests 
were constantly carried out and small amounts of lactic acid, which 
were produced from the liver extracts alone, were deduced from 


at 37°. 


“ACP ONT ee 
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the results shown in the main test. The amounts of the reaction- 
products are expressed in present yields calculated under the 
assumption that two molecules of methylglyoxal or lactic acid, and 
two atoms of phosphorus are directly produced from a molecule 
of hexosephosphate. 

The table brings out, among other things, the fact that the 
yield of methylglyoxal tends to rise with the use of smaller amounts 
of enzyme and substrate. Then, the applicaticn of the minimum 
quantity of enzyme and substrate should produce the maximum 
yield of methylglyoxal. Thus, another factor was introduced into 
the problem. 


IV. THe Maximum Y1evd or MerpyitGuyvoxau PRoDUCIBLE 
FROM HEXOSPHOSPHATE. 


Turning now to more characteristics of the formation of 
methylglyoxal, the balance-sheet between the yield of methylglyoxal 
and the quantity of hexose-di-phosphate, which was actually con- 
sumed for the formation of methylglyoxal, was examined in detail. 
In accordance with Neuberg and Kobel’s initiation (l.¢.) the 
quantities of inorganic phosphate, hexose-mono-phosphate and free 
hexose served, besides methylglyoxal and lactic acid, as the basis 
of the calculation in my experiments. 

One of the troubles encountered in the balance-sheet-experi- 
ment is how to deal with glyoxalase which survives the autolysis 
and consumes methylglyoxal formed. Neuberg and his pupils 
used in their ‘‘ Bilanz-Versuch’’ to check the action of the surviving 
glyoxalase by adding a known amount of methylglyoxal pre- 
paration to it and by supplementing the quantity of methylelyoxal 
which thus disappeared to the amount formed in the main test. 
Such a control experiment seems, however, to furnish no reliable 
basis for the estimation of the action of the surviving glyoxalase. 
On the one hand, glyoxalase consumes methylglyoxal at the very 
moment of its formation, whereas on the other hand glyoxalase is 
loaded all at once with relatively large amount of methylglyoxal 
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preparation. The difference in the circumstances, under which 
glyoxalase acts in the manner mentioned above, may possibly cause 
errors of magnitude which can not be ignored. It should also 
be taken into consideration whether the reactivity of methylglyoxal 
formed biologically from hexosephosphate and of the sample pre- 
pared synthetically would be the same or not. Indications were 
really obtained of the difference of the reactivity of these two 
samples of methylglyoxal in some experiments. Nevertheless, the 
same evidence, that lactic acid is formed directly from methyl- 
glyoxal, seems to open the way to overcome these obstacles. That 
is, there may be no valid objection to the assumption that the total 
amount of methylglyoxal, which is actually formed from hexose- 
phosphate, should be the sum of the quantities of the free methyl- 
elyoxal and the methylglyoxal, which is computed indirectly from 
the amount of the lactic acid produced from methylglyoxal by 
elyoxalase. The possibility of the formation of lactic acid from 
other sources than methylelyoxal was excluded by the facet that 
only a trace of lactic acid was produced from the autolysed tissue, 
if hexosephosphate was not added to it. This assumption con- 
stituted the caleulative basis of the present experiments. 

In preliminary experiments it was found that the amount of 
methylelyoxal which was consumed by the surviving glyoxalase 
was always larger when calculated under the assumption mentioned 
above than when measured in the manner of Neuberg. The 
experiments which were set up for this purpose are as follows: 
the rabbit’s liver which had been autolysed for 48 hours, was 
incubated with 1) magnesium hexose-di-phosphate and 2) methyl- 
elyoxal. The amount of methylglyoxal added was adjusted so as 
to be roughly proportional to that which was expected to be formed 
from hexosephosphate in the former experiment. The increase of 
lactic acid in the first case and the decrease of methylglyoxal in 
the second case were determined at intervals of 24 hours. <A small 
amount of lactic acid which was produced from the autolysed liver 
alone was deduced from the results of the main experiments. The 
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lactic acid formed was converted to methylglyoxal and its quantity 
was compared with that of the methylglyoxal which was consumed 
by the surviving glyoxalase. The results are summarized in Table 


V. 

1) Magnesium hexose-di-phosphate. 0.2 gm. 
Autolysed liver. 2.0 ec. 
Buffer solution (pH 6.2). 50 ce. 
Water. To 100 ee. 
Toluene. 2.0 ec. 

2) Methylglyoxal. 14.6 mem. 
Autolysed liver. 2.0 ec, 
Buffer solution (pH 6.2). 50 ee. 
Water. To 100 ee. 
Toluene. 2.0 ee. 


The conditions for the balance-sheet experiments were sug- 
gested by a consideration of the details of the studies on the 
optimum conditions for the production of methylglyoxal, which 
might well be considered as the forerunners of the present experi- 
ments. The incubation was carried out with the smallest amounts 
of hexose-di-phosphate and enzyme (rabbit’s liver extract antolyzed 
for 48 hours) possible without compromising the accuracy ol the 
determination method. 


Meg hexose-di-phosphate. 0.45 gm. 
Tinzyme. 5.0 ee. 
Buffer solution (pH 6.2). 100 ee. 
Water. To 250 ce. 
Toluene. 3 ee. 


The mixture was analyzed after 48 hours’ incubation at 37°. 
Methyleglyoxal and lactic acid were determined in the trichloracetic 
acid filtrate by the methods mentioned elsewhere. inorganic phos- 
phate, hexose- mono- and -di-phosphate and free sugar were examined 
by the pioneering methods of Neuberg and Kobel ((l.c.). For 
this purpose the trichloracetic acid-filtrate of 200 cc. of the mixture 
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TABLE V. 


Quantity of Methylglyoxal Consumed by the Surviving Glyoxalase. 


INO gt 
f=] 
° 
Pcl 
= The Author Neuberg 
5 
- Inerease of 
64 ; ; 
© Increase lactic acid Total Decrease | Increase Total 
q of thyl of = thyl 
7 methyl nae A mevay' | methyl lactie ES 
glyoxal | Found coc glyoxal glyoxal acid glyoxal 


(hr.) (mgm.) | (mgm.)|(mgm.)| (mgm.) (mgm.) (mgm.) | (mgm.) 


24 5.93 2.16 1.73 7.66 1.06 (Giese) 6.99 
48 8.46 4.86 3.89 12.35 2.99 (3.78) 11.45 
No. 2 

5 

Bz) 

& The author Neuberg 

= Increase of 

Bu ro fe : 

Ss Increase lackie eexe Total Decrease | Increase Total 

S of ‘i : of of , 

a methyl- ape 1 wets methyl- | , lactic mothe 
glyoxal | Found Cer glyoxal | glyoxal acid glyoxal 


(hr.) (mgm.) |(mgm.)|(mgm.)} (mgm.) (mgm.) (mgm.) | Gngm.) 


24 5.93 2.16 1.73 7.66 0.89 (1.08) 6.82 
48 8.64 4.86 3.89 123.33 2.70 (3.78) 11.34 


was treated with 6-8 parts of absolute alcohol to precipitate 
inorganic phosphate, hexose-mono- and -di-phosphate completely. 
The alcohol-precipitate was dissolved in water and inorganic phos- 
phate of the solution was determined by the Briggs method. The 
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separation of the mono-phosphate from the di-phosphate was ecar- 
ried out by filtering the hot solution of the barium salts of these 
phosphates. The filtration while hot was repeated several times to 
separate the salts as completely as possible. The di-phosphate 
remaining on the filter paper and the mono-phosphate present in 
the filtrate were determined colorimetrically after decomposing them 
with nitric acid and perhydrole. The amount of the free sugar was 
calculated from the difference of the reduction values before and 
after fermenting the alcohol-filtrate (the aleohol having been pre- 
viously driven off) of the original mixture by the Somogyi method 
(1927). The reduction value was expressed in terms of glucose. 
It need hardly be added that comparative blank tests were con- 
stantly carried out with the omission either of the enzyme or the 
substrate and that every effort was made to guard against confusion 
in the calculations. A small amount of inorganic phosphate was 
found to accompany the hexose-di-phosphate preparation even after 
it had been put through a rigorous process of purification. The 
autolysed liver contained a little inorganic phosphate and lactic 
acid and the latter increased slightly during incubation. The 
results of a hmited number of experiments are shown in Table VI. 
The calculation of the yield of methylglyoxal was made in the fol- 
lowing way. The total free phosphate consists of the phosphate 
liberated at the time of the decomposition of hexose-di-phosphate to 
mono-phosphate, free sugar and methylglyoxal. The amount of 
the free phosphate, the liberation of which is necessitated by the 
formation of methylelyoxal, can be, then, deduced by subtracting 
the sum of the free phosphate, which corresponds to the formation 
of hexose-mono-phosphate and free sugar, from the total free phos- 
phate. This amount of the free phosphate is converted into methyl- 
glyoxal under the assumption that two molecules of methylglyoxal 
should correspond to one molecule of hexose-di-phosphate, or, stated 
differently, one molecule of methylglyoxal must be counter-balanced 
with an atom of phosphorous. The yield of methylglyoxal is 
reckoned from the ratio between the amount of methylglyoxal thus 
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TABLE VI. : 
Balance-Sheet Experiments with Autolysed Liver. 


A 


Number of experiments 


No. 1| No. 2| No.3] No. 4| No. 5| No.6] No.7 


Substances produced from hexose-di-phosphate (mgm. in 250 ee.) 


1) Free methylglyoxal. 15.53 | 19.18} 24.98} 30.00] 38.73 | 18.58] 24.50 
2) Lactie ucid 2030.) 8.10) 17.55 | 12.15 | 26.33) 12.15 | 15.18 
3) Total methylglyoxal 31.77 | 25.66 | 39.02 | 39.72 | 59.79} 28.30) 34.64 
4) Hexose-mono-phosphate Sool) 4:50)" 5.00) 8.651) 035i) 1754 p60 
5) Free sugar 14.50 | 23.00} 22.00) 23.00] 17.50} 15.00] 12.00 


6) Total inorganic phosphate | 22.00} 21.95 25.48 | 26.20} 34.03 | 19.45] 22.03 


B 
Substances, the formation of 
which necessitated the libera- Tnorganic phosphate liberated 
tion of inorganic phosphate (mgm. in 250 ee.) 
from hexose-di-phosphate. 
7) Texose-mono-phosphate 0.37) 0.50) 0.55) 0.61), 0.81; 1.380) 0.62 
8) Free sugar SOO) TOL e725 7 leeds eOcO2) tee oo LG, me alls 
9) Methylglyoxal*, 16.63 | 13.49 | 17.36) 17.68) 27.20) 12.99 | 17.28 
C 
10) Methylglyoxal, correspon- | (™S™-\) (mgm. | (mgm.)/ (mgm.)| (mgm.)| ‘Qngm.)| (mgm.) 
ding to the amount of | 38.08] 30.89} 39.75) 40.45] 62.29| 29.75) 39.57 
phosphate (9) 
: (%)| (%) | (9%) | (9%) | (9%) | (%) | CO 
11) Yield of methylglyoxal*s 83.4 | 83.1) 98.3] 98.2) 96.0 | 95.3 | 92.7 


*) (9)=(6) - (7) +(8)1. *, (11)=(3)+(10) x (100). 
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TasLe VII. 
Belaie chest Experiments with Dialysed Liver. 
A 
Number of experiments 
No. 1 No. 2 
Substances produced from hexose-di-phosphate (mgm. in 250 cc.) 
1) Free methylglyoxal 11.55 16.00 
2) Laetie acid 4.05 2.70 
3) Total methylglyoxal 14.79 18.16 
4) Hexose-mono-phosphate 9.20 6.00 
5) Free sugar 10.00 12.75 
6) Total inorganic phosphate 11.98 13.68 


B 


Substances, the formation of which 
necessitated the liberation of inorganic 
phosphate from hexose-di-phosphate 


Inroganic phosphate liberated 
(mgm. in 250 ee.) 


7) Hexose-mono-phosphate 1.01 0.66 
8) Free sugar 3.45 4.40 
9) Methylglyoxal*1 7.52 8.62 
C 

10) Methylglyoxal, corresponding to the (mgm. ) (mgm,) 
amount of phosphate (9) 17.22 19.74 

, (%) (%) 

11) Yield of methylglyoxal*» 85.9 92.0 


*1 (9)=(6) -[(7)+(8)}. *2 (11)=(3)+(10) x 100. 
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ealeulated and the quantity of the total methylglyoxal which is 
actually determined in the experiment. The total amount of 
methylglyoxal found in the experiment is, as is stated above, the 
sum of the free methylglyoxal and the methylglyoxal which is 
computed from the lactic acid formed. 

Stress should be laid upon the high yield of methylglyoxal in 
my experiments (83-98%). It may be asserted in some cases that 
100% production of methylglyoxal was achieved. The present 
writer can not agree with Vogt’s view so far as a definite amount 
of the free sugar was found among the reaction-products in my 
experiments. 

Finally we will cite another case where the dialysed liver 
extract was applied as the source of the enzyme. For this purpose, 
5 ee. of 20% watery extract of fresh rabbit’s liver were dialysed 
for 6 hours. (For particulars Chapter II should be referred to.) 
The procedures of the experiments followed precisely the same 
lines described in the case of the autolysed liver. 

We noticed again the high yield of methylglyoxal. The charac- 
teristic feature in this case was the extremely low yield of lactic 
acid, which was just the most desirable condition for the balance- 
sheet experiment. 

Our results add materially to the evidence that methylglyoxal 
is actually formed from hexose-di-phosphate in, the presence of 
animal tissues. 


SUMMARY. 


1. The enzyme which is responsible for the productidn of 
methylelyoxal from hexosephosphate can be easily separated from 
the obstinately accompanying glyoxalase by dialysing the animal 
tissues or treating them with alcohol. These methods are prefer- 
able to the familiar autolysis-method in that they save much time. 
Particularly the dialysis-method has proved to be the most desirable 
one, as it destroys glyoxalase activity completely within several 
hours. 
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2. The optimum conditions for the production of methyl- 
glyoxal from hexosephosphate are studied. The use of the smallest 
possible quantity of enzyme and substrate is one of the essential 
factors. 

3. When the autolysed or dialysed animal tissues are incubated 
with hexose-di-phosphate under the optimum conditions, almost 
100% conversion of hexosephosphate to methylglyoxal is achieved. 
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KONSTITUTION DER POLYPEPTIDE UND 
PROTEOLYTISCHE FERMENTE. 


Von 


YASUTARO MIYANOKI. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der medizinischen Akademie 
zu Chiba. Direktor: Prof. 8S. Akamatsu.) 


(Hingegangen am 6. Februar 1931) 


Das Verhaltnis der chemischen Struktur des Polypeptids zu 
seiner Angreifbarkeit durch proteolytische Fermente wurde seit 
Fischers bahnbrechender Arbeit von vielen Autoren studiert. Ab- 
derhalden, Huler und Waldschmidt-Leitz haben sich besonders 
eingehend mit dieser Frage beschaftigt, und manche neue Tatsachen 
wurden dadurech dargeboten. Was uns darunter am meisten interes- 
siert, ist erstens, dass der spezifische Wirkungsbereich des Trypsins 
und Erepsins von den Arten der Aminosdure bedingt wird, die 
sich an dem Aufbau der hydrolysierbaren Polypeptide beteiligt. 
Zweitens, dass die Affinitat des Ferments zum Substrat bei Trypsin 
durch die freie Carboxylgruppe des Polypeptids, dagegen bei 
Erepsin durch seine freie Aminogruppe vermittelt wird. Die fiir 
soleche Experimente gebrauchten Substrate waren meistens Poly- 
peptide oder ihre Derivate, die aus Monoaminomonocarbonsduren 
zusammengesetzt sind. In hiesigem Institut hat man seit langem 
fiir das Verhalten der Monoaminodicarbonsaéure enthaltenden Poly- 
peptide Interesse gehabt. Nakashima(1927) hat angegeben, dass 
Glyeylasparagin, Glycylasparaginséure und Asparagylglycin aus- 
schliesslich nur durch Erepsin hydrolysierbar sind, und dass die 
erste Verbindung durch ihre ausgezeichnet schnelle Hydrolysier- 
barkeit sich von den anderen unterscheidet, was mit der Bedeckung 
der einen Carboxylgruppe durch eine Aminogruppe zu tun hat. 

Suzuki (1931) hat weiter Tripeptide, die Asparaginsaure 
enthalten, dargestellt, um ihr Verhalten zu Proteasen zu unter- 


389 


390 Y. Miyanoki: 


suchen. Es waren Glycyleglyeylasparagin, Glycylglycylasparagin- 
sdure, Glycylasparagylelycin und Asparagyldiglycin. Seine Ex- 
perimente ergaben, dass die aus Asparaginséure und Glycin auf- 
gebauten Dipeptide bei Kettenverlingerung durch Bindung mit 
einem anderem Molekiil Glyecin keine Verainderung hinsichtlich des 
fermentativen Verhaltens aufwiesen. Die untersuchten Tripeptide 
waren alle resistent gegen Proteasen, mit Ausnahme von Erepsin, 
und ausserdem wurde Glycylelycylasparagin durch dieses Ferment 
viel leichter als Glycylglyeylasparaginsdure hydrolysiert, was auch 
bei den entsprechenden Dipeptiden der Fall war. 

Suzuki beobachtete aber eine sehr merkwiirdige Tatsache, als 
er Asparagyldityrosin darstellte unl dieses neue Tripeptid der fer- 
mentativen Hydrolyse itiberlhess. Dieses Tripeptid gehort, struk- 
tuell betrachtet, zu derselben Gruppe wie Asparagyldiglycin ; trotz- 
dem wird es nicht mehr durch Erepsin angegriffen, wohl aber in 
merkwirdiger Weise durch Trypsin-Kinase. 

Seitdem die proteolytischen Fermente unter dem von Wald- 
schmidt-Leitz aufgestellten Begriff studiert wurden, waren manche 
kunsthch hergestellte Polypeptide bekannt, die durch Trypsin- 
Kinase gespaltet wurden. Sie waren aber auch durch inaktiviertes 
Trypsin hydrolysierbar, obwohl ereptische Angreifbarkeit in 
einigen Fallen nicht zu beobachten war. Bei Asparagyldityrosin 
war es anders. Es wurde nur durch Trypsin, und zwar aus- 
schlesslich durch aktiviertes Trypsin, Trypsin-Kinase, gespalten. 
Der Unterschied zwischen Trypsin und Trypsin-Kinase wurde 
eben bei der Wirkung auf die hochmolekularen Proteine bemerkt. 

Bei der tryptischen Spaltung der einfacheren Substrate hat 
man wohl spater einen begiinstigenden Einfluss der Kinase beo- 
bachtet, aber es handelt sich hier nicht um die wesentliche Verande- 
rung des Wirkungsbereichs von Trypsin, wie sie eigentlich bei 
der Proteolyse beobachtet wird. Wenn die Polypeptide tiberhaupt 
nach den Arten der sie aufbauenden Aminosauren selektiv durch 
die Proteolytischen Fermente angreifbar sind, sollte man Versuche 
mit den Substraten anstellen, die die verschiedenen Arten Amino- 
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sauren in sich enthalten. Die hier mitzuteilenden Versuche sind 
unter dieser Idee bei einer Reihe der synthetisierten Peptide aus- 
gefiihrt worden. 

Zuerst wurden die Glycylderivate der Diaminopropionsaure, 
Diglyeyl- und Monoglycyldiaminopropionsadure hergestellt. Diese 
Aminosaure findet sich nicht in Natur, aber sie stellt die einfachste 
Diaminosaure dar, die iiberhaupt kiinstlich zu bekommen ist. Unter 
den beiden erwahnten Glyeylverbindungen mag die Monoglyeyl- 
diaminopropionsaure, struktuell betrachtet, in zwei Formen vor- 
kommen, nahmlich in a- oder £-Verbindung. Experimentell wurde 
festgestellt, dass dieses Dipeptid die 6-Verbindung war; der Ver- 
fasser hat durch Desaminieren und nachherige reduktive Hydrolyse 
daraus /-Alanin bekommen, das mittels N-Gehalts und Schmelz- 
punkts als solches gesichert wurde. Mit diesem Dipeptid steht das 
Glyeylisoserin in innigem Zusammenhang, das durch Aminieren 
des Chloracetylisoserins hergestellt wurde. Dieses Dipeptid kann 
als ein an der a-Aminogruppe des Diaminosaurenrests hydrolytisch 
desaminiertes Derivat der Monoglyeyldiaminopropionsaure — be- 
trachtet werden. Das Experiment ergab, dass die gepriiften 
Peptide, nahmlich Glycylisoserin, Glycyldiaminopropionsaure und 
Diglycyldiaminopropionsaure, durch Erepsin hydrolytisch spaltbar 
waren, aber weit schwerer als Glycylasparagin. Glycylisoserin und 
Glyeyldiaminopropionsaure waren resistent gegen andere Proteasen. 
Dagegen konnten Diglyeyldiaminopropionsdure durch Trypsin, 
Trypsin-Kinase und Papain-HCN hydrolystert werden. Man sieht 
also, dass der Monoglycyldiaminopropionsaure bei weiterem Ver- 
ketten mit einem Molektl Glycin, die ereptische Hydrolysierbarkeit 
beibehaltend, eine neue Kigenschaft als ein Substrat des Trypsin- 
und Papainferments gewahrt wird. 

Als zweiter Schritt wurde ein Dipeptid untersucht, das 
Asparaginséure enthalt. Es war Asparagylasparagin. Die aus 
Asparaginsaure und Glycin bestehenden Di- und Tripeptide wurden 
schon von Nakashima und Suzuki studiert. Asparagyl- 
asparagin konnte durch Erepsin leichter als die oben erwahnten 
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Diaminosdure enthaltenden Peptide hydrolysiert werden, und war 
ausserdem durch Papain-HCN spaltbar, aber resistent gegen das 
tryptische Ferment. 

Die bisher behandelten Peptide enthalten Diaminosdure oder 
Dicarbonsdure. Die nachste Frage war, wie ein Peptid sich ver- 
halten wiirde, wenn es Diaminoséure und Dicarbonsdure gleich- 
zeitig in sich enthalt. Es wurde daher Asparagylhistidin her- 
gestellt. Sein Pikrolonat konnte als Kristalle bekommen werden. 

Dieses Dipeptid zeigte sich aber hinsichtlich des fermentativen 
Verhaltens gleich mit Asparagylmonoglycin oder Monoglycyl- 
diaminopropionsaure. Sie wurden alle nur durch Erepsin hydroly- 
siert. Wenn man dem Histidin, als eine das enzymatische Verhalten 
des aufgebauten Substrats bedingende Diaminosdure, bei seiner 
Teilnahme an der Peptidkette dieselbe Rolle wie der Diamino- 
propionsiure zuschreiben darf, so gilt Folgendes: Sowohl dei Uber- 
fiihrung der Glycyldiaminosaure zu Asparagyldiaminosaure, als 
die des Asparagylglycins zu Asparagyldiaminosaure verursachen 
gar keine Verdénderung in dem Verhalten zu Proteasen. Der 
Versuch mit Asparagylhistidin ergab also eine Regel itiber den 
Zusammenhang der Konstitution der Polypeptide mit ihrer 
enzymatischen Angreifbarkeit. Ausserdem interessiert uns dieses 
Dipeptid, indem es struktuell mit Carnosin verwandt ist. 

Carnosin wurde zuerst von Gulewitsech und Amiradzibi 
(1900) in Fleischextrakt gefunden und als ein aus f-Alanin und 
Histidin bestehendes Dipeptid angegeben. Baumann und 
Ingvalden (1918) haben spater 6-Alanylhistidin kiinstlich auf- 
gebaut, das mit dem Carnosin chemisch identisch war, und haben 
damit der Struktur des Carnosins festgestellt. Die physiologische 
Wirkung des Carnosins wurde besonders von russischen Autoren 
studiert. Krimberg und Komarow (1926, 1928) haben eine 
starke excitosekretorische Wirkung der Carnosin- und Carnosin- 
methyleguanidin-Fraktion auf die Magendriise beochehtet. 

Nach diesen Autoren rief das reine Carnosin, intravenés 
injiziert, schon in 10-20 mg pro kg eine deutliche Steigerung der 
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Magensekretion hervor, und selbst 90 mg pro kg verursachten keine 
Nebenerscheinungen, die aber bei Hinftihrung der Carnosin- 
methylguanidinfraktion oft angetroffen wurden. Korchow(1927) 
hat auch beobachtet, dass die Carnosinfraktion bei subkutaner, 
intravenoser und selbst oraler Zufiihrung die Sekretion der Magen- 
drtise deutlich steigerte. Die anregende Wirkung des Fleisch- 
extrakts auf Gallen- und Pankreassaftsekretion wurde seit frtiher 
anerkannt. Krimberg und Momarow (1927) haben bei Frak- 
tionieren des Fleischextrakts in Carnosinmethyleuanidinfraktion 
eine starke excitosekretorische Wirkung auf diese Organe_ beo- 
bachtet, aber nicht bei deinem Carnosin oder der Carnosinfraktion. 

Gegen die Angabe der Krimberg-Schule haben aber 
Rosenkow, Derwies und Sserwerin (1926) gesprochen, indem 
sie eine schwache magensafttreibende Wirkung des Carnosins beo- 
bachteten, das aber durch die Quecksilbermethode isoliert wurde. 
Nach diesen Autoren verdankt der Fleischextrakt seine excitosekre- 
torische Wirkung nur in geringem Grad dem Carnosin. Jedenfalls 
ist die von Krimberg aufgestellte Theorie tiber die hormonale 
Beeinfiussbarkeit der Verdauungssaftsekretion durch die Muskel- 
bestandteile sehr bemerkenswert und erwartet eine weitere umfang- 
reiche Erforschung. 

In betreff der biologischen Bildung des Carnosins (f-Alanyl- 
histidins) wurde von Gulewitseh(1911) und Kaplansky(1926) 
Decarboxylieren des Asparagylhistidins angenommen. Wenn dies 
der Fall ist, so sollte es interessant sein zu untesuchen, welche 
Wirkung itiberhaupt das synthetisch hergestellte Asparagylhistidin 
auf die Verdauungsdriise ausiibt, abgesehen davon, dass das 
Praparat als ein Gemisch der a- und /-Asparagylverbindungen 
betrachtet werden sollte. 

Das Experiment wurde zuerst beim Hund mit dem Pawlow- 
schen Kleinmagen ausgeftihrt. Das Praparat war sehr wirksam. 
Selbst 0.01 ¢, d.h. 0.001 g pro kg, subkutan injiziert, zeigte eine 
deutliche excitosekretorische Wirkung. ‘Toxische Hrscheinungen 
fehlten, ausgenommen 2-3 tropfigen Speichelfluss, der nur 5 
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Minuten nach 1.0¢g Injektion voriibergehend beobachtet wurde. 
Bei den Fallen, wo freie Salzséure in der Vorperiode nicht vor- 
handen war, konnte sie in guter Menge in dem nach Injektion des 
Asparagylhistidins vermehrten Magensaft gemessen werden. Das 
injizierte Asparagylhistidin hat bei allen Fallen, dem vergrosserten 
Saftvolumen entsprechend, die absolut gesteigerte Sekretion der 
freien Salzsaure und des Pepsins mit sich gebracht. Das 
allgemeine Bild war sehr dhnlich dem bei der Gastrin- oder 
Sekretininjektion, die mit den in hiesigem Institut hergestellten 
Praparaten ausgefiihrt wurde. 

Asparagylhistidin war, an Kaninchen gepriift, auch sehr 
wirksam auf die Pankreassekretion. Der aus der in den Ductus 
pankreaticus eingefiihrten Glaskaniile traufelnde Pankreassaft 
verminderte sich bei den Kontrolltieren in der Regel mit der Zeit. 
Die injektion des Asparagylhistidins vergrésserte die Tropfenzahl 
weit tiber die der Vorperiode. Bekanntlich wirkt Sekretin excito- 
sekretorisch auf die Pankreasdrtise. Die nach dem durch Sekretin 
hervorgerufene anfianglichen Steigen wieder gesunkene Pankreas- 
sekretion konnte durch Asparagylhistidin erneut wieder gesteigert 
werden. 

Auf Gallenabsonderung untersucht, wirkte Asparagylhistidin 
bei Kaninchen und Katze auch stark safttreibend. Diese Wirkung 
konnte auch mit dem aus dem Pikrolonat wieder bekommenen 
Dipeptid erzielt werden. 


Experimenteller Teil. 


DARSTELLUNG DES MATERIALS 
I. Darstellung der Glycyldiammopropionsiure. 
a. a$-Diaminopropionsaure. 
Dibrompropylalkohol wurde nach Biilmann (1900) dureh 


Brom-Anlagerung des Allylalkohols hergestellt und nach Winter- 
stein und Kiing (1909) mit Salpetersdure erhitzt, zu Dibrom-- 
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propionsdure oxydiert. Diese Saéure wurde dann nach Klebs 
(1893) in Druckflasche mit bei 0° gesdttigtem Ammoniak erhitzt, 
und die gebildete Diaminopropionsaure nach der Entfernung des 
beigemengten Ammoniunbromides als ihr Monobromhydrat 
bekommen. 


b. 6-Monochloracetyl-af-Diaminopropionsaure. 


1.85 g Diaminopropionsiurebromhydrat (1 Mol.) wurde in 
80 cem 0.25N Barytlosung (2 Mol.) gelost und unter guter Kthlung 
und starker Schiittelung abwechselnd mit 1.35 g Chloracetylchlorid 
(1.2 Mol.) in 60 cem Aether und 60 ccm 0.25N wasserigem Baryt 
(1.5 Mol.) in Portionen und im Ablauf einer Stunde versetzt. Das 
Reaktionsgemisch wurde noch eine Stunde in Kalte gestellt, und 
die von der atherischen Schicht abgetrennte Lésung mit verdiinnter 
Salzsdure schwach angesauert und mit Silbersulfat behandelt. Der 
Uberschuss von Silber und Schwefelsiure wurde durch Schwefel- 
wasserstoff resp. Baryt entfernt. Die Losung wurde dann unter 
vermindertem Druck eingeengt und mit Alkohol bis zam Entstehen 
von Trtibung versetzt und in Kalte aufbewahrt. Nach einigen 
Tagen schied sich dari die Monochloracetyldiaminopropionsaure 
als Kristalle aus. Zur Analyse wurde sie aus Wasser umkristalli- 
siert und wtber Phosphorsaureanhydrid bei 100° im Vakuum 


getrocknet. 
0.0310 ¢ Substanz benotigten 3.44 cem N/10 HeSO, (Kjeldahl) 
Fiir C5Cl,H303Ne2 (180.48) berechnet 15.51%N, 


gefunden 15.53%N. 


Die Monochloracetyldiaminopropionsaure  kristallisiert in 
Blattchen, die sich manchmal in Drusen vereinigten. Sie schmilzt 
bei 180° und zersetzt sich bei 197° unter Schéumung und ist 
unléslich in Alkohol, Ather, Chloroform, Benzol oder Essigither, 
schwer loslich in. kaltem Wasser, aber leicht ldoslich in heissem 
Wasser. Die wasserige Losung reagiert gegen Lakmus neutral. 

Von der chemischen Struktur der Monochloracetyldiamino- 
propionsdure sind zwei Formeln denkbar: 
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a-Monochloracetyl- /-Monochloracetyl- 
Diaminopropionsaure Diaminopropionsaure 
| | 
CH:-NH-GO:CHs::Cl CH:-NHo 
| | 
COOH COOH 


Durch Desaminieren und dem folgende Reduktion mit. gleich- 
zeitiger Hydrolyse soll die a-Monochloracetyldiaminopropionsaure 
$-Alanin, die 6-Monochlorverbindung ebenfalls $6-Alanin lefern. 
Der Schmelzpunkt des a-Alanins ist 295° und der des 6-Alanins 
196°. Wenn also eine einheitliche Substanz durch das oben 
erwahnte chemische Verfahren zu bekommen und durch Analyse 
als Alanin festzustellen ist, kann die Differenzierung der Stellungs- 
isomerie der erhaltenen Aminosdure durch die Bestimmung des 
Schmelzpunkts unschwer ausgefiihrt werden, und damit ware die 
Struktur der dargestellten Monochloracetyldiaminopropionséure zu 
entscheiden. Daher wurde der folgende Versuch angestellt. 

0.2 g Monochloracetyldiaminopropionsaure, in 1.1 cem N Salz- 
sdure gelost, wurden mit 0.2¢ Silbernitrit versetzt und drei Stunden 
geschiittelt. Das entstandene Chlorsilber und tiberschiissige Silber- 
nitrit wurden abfiltriert und mit einer kleinen Menge Wasser 
gewaschen. Das Filtrat und das Waschwasser wurden vereiniet, 
30 Minuten auf 60° erwarmt, dann von dem iiberschiissigen Silber 
durch Schwefelwasserstoff befreit und im Vacuum bis zum 
Trocknen abgedampft. Der Riickstand wurde mit leem Jod- 
wasserstoffsaure (Spez. Gewicht 1.96) und 0.4 g rotem Phosphor im 
geschlossenen Rohr fiinf Stunden bei 120-125° erhitzt. Das Reak- 
tionsprodukt wurde mittels einer kleinen Menge Wasser in Becher 
ausgegossen, auf dem Wasserbad abgedampft, mit Wasser auf- 
genommen und vom roten Phosphor abfiltriert. Das Filtrat wurde 
dann mit 1¢@ Bleioxyd auf dem Wasserbad erhitzt, um es von 
Jodwasserstoff zu befreien. Die vom Bleijodid abfiltrierte Losung 
wurde weiter mit Schwefelwasserstoff entbleit, auf dem Wasserbad 
bis zum Trocknen abgedampft und mit Ather wiederholt gewaschen. 


7% 
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Der Riickstand wurde in wenig Wasser gelost, mit Ammoniak gegen 
Lakmus neutralisiert und mit Alkohol bis zum dauernden Triiben 
versetzt. In den Hisschrank gestellt, schieden sich in einigen Tagen 
0.038 g Kristalle aus. Die Kristallform war eine rhombische Tafel. 
Schmelzpunkt 199°. Die iiber Phosphorpentoxyd getrocknete 
Substanz ergab foleende Analyse: 


0.03298 2 Substanz benotigten 3.71 cem N/10 HeSOx, (Kjeldahl) 
Fiir C3H7N,02 (89.06) berechnet 15.61%N, 
gefunden 15.75%N. 
Kristallform, Schmelzpunkt und N-Gehalt zeigten, dass die 
erworbene Substanz f-Alanin war. Man kann also durch die oben 
hinsichtlich der Konstitutionsbestimmung erwahnten Griinde die 
untersuchte Monochloracetyldiaminopropionsaure als /f-acylerte 
Verbindung annehmen. 


e. Monoglycyldiaminopropionsaure. 

1.5 g Monochloracetyldiaminopropionsaure wurden mit 10 cem 
25% Ammoniak bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Nach 2 
Tagen wurde sie unter vermindertem Druck bis zum Trocknen 
abgedampft, in Wasser aufgenommen und wieder bis zum Trocknen 
abgedampft. Der Riickstand wurde hierauf in wenig Wasser gelost 
und dureh Alkohol gefallt. Der Niederschlag wurde mit Methyl- 
alkohol gewaschen. 

Da die Substanz noch Chlorammon einschloss, wurde sie in 
Wasser gelost und wie iiblich durch Silbersulfat dehalogeniert. Das 
Silber und die Schwefelséure wurden dann quantitativ entfernt. 
Die konzentrierte Losung wurde mit Alkohol gefallt. 

Die Substanz war hygroskopisch und kristallisierte nicht. Die 
wasserige Losung reagierte schwach alkalisch gegen Lakmus und 
zeigte Biuretreaktion. Uber Phosphorpentoxyd getrocknet, ergab 
sie foleende Analyse: 

0.0362 ¢ Substanz benotigten 6.00 eem N/10 H2SOx4 (Kjeldahl) 

Fir C5H1,03N3 + H20 (179.05) berechnet 23.46%N, 

gefunden 23.39%N. 
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0.0145 ¢ Substanz gaben 3.85cem van Slyke-N bei 16°C, 756mm 
Fiir C5H1,03N3+He2O (179.05) berechnet 15.65%NHb>-N, 
gefunden 15.32% NH2-N. 
Die Substanz scheint also 1 Molekiil Wasser hartnackig beizube- 
halten. Da die freie Glycyldiaminopropionsdure nicht kristalli- 
siert, wurde sie in Pikrolonat iibergeftihrt. 0.15 g Dipeptid wurden 
in 10cem Wasser gelost, mit 0.25¢ Pikrolonsdure in Alkohol versetzt 
und bei niedriger Temperatur getrocknet. Der Riickstand wurde 
aus reichlichem heissem Wasser umkristallisiert. Die erhaltenen 
Kristalle wogen 0.3 g, und hatten nadelige Kristallform. Schmelz- 
punkt 218°, unter Zersetzung. 
Uber Phosphorpentoxyd getrocknet, ergab das Pikrolonat 
folgende Analyse: 


0.0492 ¢ Substanz benotigten 5.90 eem N/10 HeSO, (Kjeldahl) 
Fur C5H11,03N3 + Cio HsO5Nq4 (425.21) berechnet 16.46%N, 
eefunden 16.80%N. 


IIT. Darstellung der Diglycyldiaminopropionsaure. 


a. Dichloracetyldiaminopropionsiure. 


Diese Saure wurde durch die EKinwirkung von zwei Mol. Chlor- 
acetylchlorid auf 1 Mol. Diaminopropionsaure hergestellt. Da diese 
Saure in heissem Kssigather loslich und damit aus dem Reaktions- 
gemisch extrahierbar ist, wurde bei Acylieren Natronlauge zur 
Alkalisierung des Mediums gebraucht. 

1.85 g Diaminopropionséure Bromhydrat (1 Mol.) wurden in 
20 eem N-Natronlauge gelést, und unter starker Kiihlung mit dem 
Kaltegemisch wurden dazu 2.71 g¢ Chloracetylehlorid (2.4 Mol.) in 
20 cem Ather und 28 cem N-NaOH (2.8 Mol.) abwechselnd in Por- 
tionen wie ublich hinzugeftigt; das Reaktionsgemisch wurde noch 
eine Stunde in der Kalte stehen gelassen. Es wurde dann mit 
14cem N-HCl angesiuert, unter vermindertem Druck bei 50° bis 
zum Trocknen abgedampft und mit 50 cem Hssigather ausgekocht. 
Der filtrierte Essigather wurde dann eingedampft und mit Petrol- 
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ather versetzt. Der Niederschlag wurde in einer kleinen Menge 
von heissem Essigaéther gelost und abgekiihlt. Reichliche nadelige 
Kristalle schieden sich daraus aus. Die Analyse der tiber Phos- 
phorpentoxyd getrockneten Substanz zeigte, dass diese Dichlor- 
acetyldiaminopropionsaure war. 


0.03856 g Substanz benotigten 2.95 eem N/10 HeSOx4 (Kjeldahl) 
0.05814 ¢ Substanz benotigten 4.40 cem N/10 HeSO,4 (Kjeldahl) 
Fur C7CleHioN20,4 (256.96) berechnet 10.85%N, 
gefunden 10.72%N und 10.60%N. 
Sie loste sich leicht in Wasser, Alkohol, Aceton und heissem 
Essigiither, aber schwer in Ather oder Petroliither. Schmelzpunkt 
aT. 
b. Diglycyldiaminopropionsaure. 

2@ Dichloracetyldiaminopropionsdéure wurden in 20cem 25% 
Ammoniak geloést und drei Tage bei Zimmertemperatur stehen 
gelassen. Die Losung wurde dann unter vermindertem Druck 
abgedampft, und der Riickstand in Wasser aufgenommen und mit 
Salzséure angesduert. Das Halogen wurde mit Silbersulfat 
abgeschieden, und dann der Uberschuss von Silber und Schwefel- 
saure wie uiblich quantitativ entfernt. Die erhaltene Losung wurde 
konzentriert und mit Alkohol versetzt. Der Niederschlag wurde 
wieder in Wasser gelost und mit Alkohol gefallt. Die Substanz war 
hygroskopisch und konnte nicht als Kristalle bekommen werden. 
Die wasserige Losung reagierte schwach alkalisch gegen Lakmus 
und zeigte deutliche Biuretreaktion. Die tiber Phosphorpentoxyd 
getrocknete Substanz gab die folgende Analyse, die zeigte, dass die 
Substanz Diglycyldiaminopropionsaure war : 

0.0421 g¢ Substanz benotigten 7.60 eem N/10 H2SO, (Kjeldahl) 

0.01684 g Substanz gaben 3.90 cem NHo-N (20°C, 762 mm) 

Fur C;Hi4Ns,04 (218.164 g) berechnet 25.62%N, 
gefunden 25.24%N. 
berechnet 12.83%NH2-N, 
gefunden 13.21% NH:2-N. 
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Ill. Darstellung des Glycylisoserins. 


a. Isoserin. 


Isoserin wurde durch Aminierung der (-Chlormilchsaure 
hergestellt. Nach der Angabe von Fischer und Leuchs (1902) 
wurde Epichlorhydrin mit Salpetersiure zu /-Chlormilchsaure 
oxydiert. Die erhaltene Sadure kristallisierte in Prismen und 
schmolz bei 78°. 14g Chlormilchsiure wurden mit 140 cem 23% 
Ammoniak in der Druckflasche 4 Stunden bei 120° erhitzt. Nach 
Abktihlune wurde der Inhalt mit tiberschitissigem Bleioxyd erwarmt 
und filtriert. Das eingedampfte Filtrat reagierte sauer. Hs wurde 
mit Alkohol versetzt, mit Ammoniak neutralisiert und stehen 
gelassen. Isoserin kristallisierte daraus in rhombischer Tafel. Es 
braunte sich bei 240° und zersetzte sich bei 243°. 


0.1 g Substanz bendtigten 9.30 cem N/10 NaOH (Kjeldahl) 
Fir C3H;NO3 (105.06) berechnet 13.382%N, 
gefunden 13.03%N. 


b. Chloracetylisoserin. 


1g Isoserin wurde in 10 cem N NaOH gelost und unter Kih- 
lung und Schiittelung mit 1.36g Chloracetylehlorid in 20cem Ather 
und 15 eem N-NaOH in Portionen versetzt. Die Chloracetylierung 
erforderte 30 Minuten. Das Reaktionsgemisch wurde noch eine 
Stunde stehen gelassen, und nach der Abtrennung der atherischen 
Schicht die Losung mit 13 cem N-HCl angesiiuert und unter ver- 
mindertem Druck getrocknet. Die Extraktion mit heissem Essig- 
ather wurde wiederholt, und die vereinigten Extrakte wurde wieder 
abgedampft. Der Rickstand erstarrte bei Abkiihlen zur kristalli- 
nischen Masse. Diese wurde einmal mit Petrolither gewaschen, in 
15 facher Menge heissen Hssigathers gelést, eingeengt und mit 
Petrolather bis zur Triibung versetzt. Das Chloracetylisoserin 
kristallisierte in Nadeln. Schmelzpunkt 92°. Die tiber Phosphor- 
pentoxyd getrocknete Substanz ergab die folgende Analyse: 
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0.0716 g Substanz benotigten 3.80 cem N/10 H2SO, (Kjeldahl) 
Fiir CgCl,Hs04N, (181.54) berechnet 7.72%N, 
gefunden 7.42Q%N. 
Sie lost sich leicht in Wasser und Alkohol, ziemlich gut in 
Aceton und heissem Essigiither, aber schwer in Chloroform, Ather 
und Petrolather. 


e. Glyeylisoserin. 

1 @ Chloracetylisoserin wurde in 7 cem 25% Ammoniak geloést 
und 24 Stunden bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Die von 
der geringen ungeldsten Masse abfiltrierte Losung wurde unter 
vermindertem Druck getrocknet, in Wasser geldst und wieder 
getrocknet. Der Riickstand wurde in wenig Wasser geldst und mit 
Methylalkohol gefallt. Der Niederschlag wurde wieder in Wasser 
geldst und mit Methylalkohol bis zur Triibung versetzt. Beim Auf- 
bewahren in der Kiskammer kristallisierte Glycylisoserin in rhom- 
bischer Tafel. Es braiinnte sich bei 200° und zersetzte sich bei 215°. 
Die wasserige Losung reagierte schwach sauer gegen Lakmus und 
zeigte schwache Biuretreaktion. Gesammt-N und NHb>2-N zeigten 
folgende Werte: 


0.05 g Substanz benotigten 6.10 eem N/10 NaOH (Kjeldahl) 

0.01 g Substanz gaben 1.58 eem Van Slyke-N (21.5°C, 759 mm) 

Fiir Cs3Hi904Ne2 (162.1) berechnet 17.29%N und 8.65%NH2-N, 
gefunden 17.09%N und 8.92% NHb.-N. 


IV. Darstellung des Asparagylasparagins. 

Fumaryldiasparaginséurediathylester wurde nach Fischer 
und Koenigs (1904) hergestellt und mit 7facher Menge 25% 
Ammoniak im geschlossenen Rohr 4 Stunden auf 100° erhitzt. Der 
Inhalt wurde dann unter verminderten Druck bis zum Trocknen 
abgedampft, um das freie Ammoniak zu entfernen. Dem in Wasser 
gelosten Riickstand wurde Baryt hinzugesetzt und zwar in etwas 
tiberschiissigerer Menge als in der fiir Sattigung der Carboxyl- 
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eruppen der Asparaginsdurereste berechneten. Durch Eindampfen 
im Vacuum wurde das Ammoniak moelichst entfernt, und dann das 
Barium mit Schwefelséure quantitativ gefallt. Einengen der so 
erhaltenen Losung und Fallen mit Alkohol wurden 2 Mal wieder- 
holt, und eine kristalliniseche Masse wurde erhalten. Sie war sehr 
hygroskopisch. Die tiber Phosphorpentoxyd getrocknete Substanz 
zeigte einen Schmelzpunkt von 212° und die nachstehenden 
Analysenzahlen. 

Die Bestimmung des in Séureamidform vorhandenen Am- 
moniaks wurde wie tiblich durch Destillieren unter vermindertem 
Druck nach Alkalisieren mit Kalk ausgefiihrt. 


0.03635 g Substanz benotigten 4.398 eem N/10 HsSO, (Kjeldahl) 

0.00727 ¢ Substanz gaben 0.725 cem NHo»-N (22°C, 759 mm) 

0.0727 g Substanz lieferten 3.00 ceem N/10 Amid-NH3 

Fiir CsH13N30¢ (247.14) berechnet 17.0%N, gefunden 16.95%N. 
berechnet 5.66%NHo2-N, gefunden 5.61%NH>2-N. 
berechnet 5.66% Amid-N, gefunden 5.79% Amid-N. 


Die Analyse zeigte, dass die erhaltene Substanz eine Ammoniak- 
verbindung der Asparagylasparaginsiure war und ein Molekil 
Ammoniak hochst wahrscheinlich gebunden in Form des Séiureamids 
enthielt; ferner, dass ein Molekiil Asparaginsiure des Ausgangs- 
materials wahrend des praparativen Verfahrens abgespalten wurde. 


V. Darstellung des Asparagylhistidins. 


Histidin wurde nach der Angabe von Hanke und Koessler 
(1920) aus Rindererythrocyten als Dichlorid hergestellt. Fiinf 
Liter defibrinierten Blutes leferten 25¢ Histidindichlorhydrat. 
Der Schmelzpunkt war 245°C. 2.284¢@ Histidindichlorhydrat 
wurden in 160 cem 0.25N-Baryt gelost, und unter Kihlung und 
Schiittelung wurden in Portionen 1.81 ¢ Fumarylehlorid in 80 eem 
Ather und 160 cem 0.25 N-Baryt hinzugefiigt. Nach der Abtren- 
nung der atherischen Schicht wurde die wisserige Loésung mit 
N-HCl neutralisiert. Das Halogen wurde nach dem Silbersulfat- 
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verfahren entfernt. Der Uberschuss des Silbers wurde mit 
Schwefelwasserstoff und der der Schwefelsiure mit Baryt entfernt. 
Das letzte Filtrat wurde unter vermindertem Druck und bei 40° 
eingeenet und mit einigem Volums Alkohol gefallt. Das Kup- 
pelungsprodukt wurde durch 3 stiindiges Erhitzen bei 100° im 
geschlossenen Rohr mit der 7 fachen Menge 20% Ammoniak 
aminiert. Der Inhalt wurde unter vermindertem Druck und bei 
40° eingeengt und nach dem Zusatz von 40cem 0.25 N-Baryt 
nochmals unter denselben Bedingungen eingeengt, um ihr von 
freiem Ammoniak moglichst zu befreien. Die bis zu etwa 5 cem 
konzentrierte Losung wurde mit Wasser verdiinnt, von Barium 
quantitativ durch Schwefelsaure befreit, unter vermindertem Druck 
eingeengt und mit dem fiinffachen Volumen absoluten Alkohols 
versetzt. Die gefallte Masse wurde in wenig Wasser aufgelést und 
wieder mit Alkohol niedergeschlagen. Die Umfallung mit Alkohol 
wurde noch 2 Mal wiederholt, der letzte Niederschlag mit Alkohol 
und Ather getrocknet und im Vacuumexsikator aufbewahrt. Bei 
den wiederholten Darstellungen konnte die Substanz einmal in 
prismatischen Kristallen hergestellt werden, aber da sie sehr stark 
hygroskopisch war, konnte sie in dem gut kristallisierten Zustand 
nicht zur Analyse gebraucht werden. 

Die tiber Phosphorpentoxyd bei 100° getrocknete Substanz, 
im Kapillarrohr erhitzt, sechdumte bei 204° und zersetzte sich bei 
206°. Die Analyse zeigte, dass Asparagylhistidin vorlieet. 


0.0367 g Substanz benotigten 5.30 eem N/10 HeSO, (Kjeldahl) 

0.0170 g Substanz gaben 1.50 cem NH2-N (19°C, 764 mm) 

Fir CroHreNs0c (270.06) berechnet 20.74%N u. 5.18% NH>-N, 
gefunden 20.20%N u. 5.06% NH>-N. 


Da das Asparagylhistidin kristallinisch nicht zu erhalten war, 
wurde es in Pikrolonat tibergefiihrt. 0.4 ¢ des Dipeptids wurde in 
20 cem Wasser gelost und zusammen mit einer alkoholischen Lésung 
von 0.4¢ Pikrolonsdure im Vacuum getrocknet. Der Riickstand 
wurde in 50 cem heissem Wasser aufgenommen und filtriert. Beim 
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Stehenlassen kristallisierte das Pikrolonat in gelblichen femen 
Prismen. 

Ausbeute 0.55¢@. In Kapillaren erhitzt, schwarzte sich die 
eetrocknete Substanz bei 206° unter Zersetzung. 


Analyse: 0.0316 g Substanz bendtigten 3.59 ceem N/10 H2SO4 
(Kjeldahl) 
0.0494 @ Substanz gaben nach Duma verbrannt 
8.70 cem No (16°C, 765 mm) 
Fiir CioHigNiO6'CigHsN405 (534.06 2) 
berechnet 15.73% Kjeldahl-N und 20.93%N, 
gefunden 15.89% Kjeldahl-N und 20.67A%N. 


Il. FERMENTVERSUCHE. 


Der zeitliche Verlauf der fermentativen Hydrolyse wurde 
durch die Ermittelung der Zunahme des freien Amino-N nach van 
Slyke verfolgt. 

Die berechnete Zunahme des Amino-N bei der Spaltung einer 
Peptidkette wurde als 100% angenommen, und aus der gefundenen 
Amino-N Zunahme wurde der prozentuelle Hydrolysengrad aus- 
gerechnet. Alle Versuche bei 37°. Ph elektrometrisch. 


1. Einwirkung des Erepsins. 
Erepsinldsung wurde nach Rice (1915) aus Schweinsdarm 
hergestellt und dialysiert. Auf Glycylasparagin gepriift, zeigte sie 
bei Ph 7.98 folgende Hydrolyse: 


Glycylasparagin 0.2 2 
- 5eem|_. a See te 
hvaOn 0 mit Wasser zu 15 cem aufgefiillt. 
M/10 Phosphatpuffer 4.0 cem 
Erepsinlosung 5.0 eem 
Zeit ost. | 2st | 108t. | 48 St. | 72 St. | 95 St. 
NH,-N Zunahme in mg 0.000 0.225 0.897 1.065 1.086 1.134 
Hydrolysengrad in % 0.0 16.7 66.3 78.7 80.5 84.0 
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a. Glycyldiaminopropionsaure. 


0.85% Substratlosung 6 eem 
M/10 Phosphatpuffer seem ¢ Ph 755 


Erepsinlosung 3 ecem 
Zeit 0 St. 4 St. 24 St. 48 St. 120 St. 
NH2N Zunahme in mg 0.000 0.017 0.028 0.096 0.109 
Hydrolysengrad in % 0.0 2.6 4.7 14.8 15.8 


b. Diglyeyldiaminopropionsaure. 


1.2% Substratlésung 6cem 
M/10 Phosphatpuffer 3ecem ¢ Ph 8.02. 
EHrepsinlosung 3 eem 
Zeit 0 St. 48t. 24 St. 48 St. 120 St. 
NHN Zunahme in mg 0.000 0.056 0.278 0.390 0.485 
Hydrolysengrad in % 0.0 3.3 16.4 23.0 28.6 


e. Glycylisoserin. 


1% Substratlosung 6 eem 
M/10 Phosphatpufter 3cem - Ph 7.82. 
Erepsinlosung 3 eem 
Zeit 0 St. 4 8t. 24 St. 48 St. 120 St. 
NH:N Zunahme in mg 0.000 0.010 0.053 0.136 0.212 
Hydrolysengrad in % 0.0 XO) 5.4 12.9 21.7 


d. Asparagylasparagin. 
1.5% Substratlosung 10 ecm 
N-NaOH 0.5 eem 
M/10 Phosphatpuffer 4.5 ecem 
Erepsinlosung 5 cem 


Ph 7.47. 
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Zeit 0 St. 4 St. 248t. | 48S8t. | 968t. | 1208t. 


NH:2N Zunahme in mg | 0.000 0.036 0.163 0.163 0.23 0.24 


Hydrolysengrad in % 0.0 4.3 19.4 19.4 27.4 28.6 


e. Asparagylhistidin. 


2.47% Substratlosung 10.0 eem 
2 N-NaOH 0.8 cem ae 
M/10 Phosphatpuffer 4.2 eem ges 
Erepsinlosung 5.0 cem 
Zeit 0 St. 48t. 248t. | 48S8t. | 72 St. | 968t. 


NH2-N Zunahme in mg 0.000 0.012 0.028 0.070 0.122 0.168 


Hydrolysengrad in % 0.0 0.9 2.2 5.4 9.4 12.9 


2. EHimwirkung des Trypsins und der Trypsinkinase. 

Trypsin (Kahlbaum) wurde in 2% wéasseriger Losung ge- 
braucht. Diese Fermentlosung war unwirksam gegen Glycyl- 
asparagin und konnte als erepsinfrei angenommen werden. Hin- 
sichthch der tryptischen Wirkung war sie nur sehr schwach aktiviert. 
Darum wurde die Enterokinasenldsung nach Waldschmidt- 
Leitz (1927) aus dem getrockneten Schweinsdarmpulver her- 
gestellt, und vor der Anstellung des Fermentversuchs wurden 
5cem davon, mit 0.2¢ Trypsin auf 20 cem verdiinnt, 30 Minuten 
bei 37° stehen gelassen, um die Aktivierung des Trypsins zu ver- 
vollstandigen. 

Unter den gepriipften Substraten konnte nur Diglycyldiamino- 
propionséure durch Trypsin und Trypsin-Kinase angegriffen 
werden. Alle tibrigen blieben intakt, selbst nach 120 Stunden. 
Um Raum zu sparen, werden nur die Ergebnisse mit Diglycyl- 
diaminopropionséure unten angegeben. 
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a) 1.2% Diglyeyldiaminopropionsdure 6 cem 
M/10 Phosphatpuffer 3 cem Ph 8.35. 
Trypsinlosung 3 eem 
Zeit 0St. 24 St. 48 St. 120 St. 
NHN Zunahme in mg 0.000 0.000 0.064 0.130 
: Hydrolysengrad in % 0.0 0.0 4.1 8.4 
b) 1.2% Diglyeyldiaminopropionsiure 6 cecem 
M/10 Phosphatpuffer 3 cem ¢Ph 8.21. 
Trypsin-Kinasenlosung 3 cem } 
Zeit 0 St. oA St. 48 St. 120 St. 
NH:2-N Zunahme in mg 0.000 0.049 0.094 0.180 
‘Hydrolysengrad in % 0.0 3.1 5.8 11.4 
3. Himwirkung des Papains und des Papain-HCN. 
Papain (Merck) wurde in 2% wasseriger Losung 2 Tage 


dialysiert und zum Versuch gebraucht. 


Zur Aktivierung wurden 


50 cem Dialysat mit 10 ecm M/10 Citrat und 10 cem 3% mit HCl 
gegen Lakmus neutralisiertem Kaliumeyanid vereinigt und 3 


Stunden bei 37° hingestellt. 
durch Papain nicht hydrolysierbar. 


Alle untersuchten Substrate waren 
Das aktivierte Papain ver- 


daute aber Diglycyldiaminopropionsaure und Asparagylasparagin, 


jedoch die anderen Substrate blieben inta 


a) 1.2% Diglycyldiaminopropionsiure 
N-HCl 
M/10 Citrat 
Papain-HCN 


kt. 


6 cem 
0.25 eem 
2.75 ecm 

3.0 eem 


Ph 4.8. 
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Zeit 0St. 24 St. 48 St. 120 St. 
NH:N Zunahme in mg 0.000 0.097 0.143 0.178 
Hydrolysengrad in % 0.0 6.3 9.5 11.6 


b) 1.5% Asparagylasparagin 10.0 eem 
N-NaOH 0.3 cem Pete 
M/10 Citrat 4.7 ecm cal 
Papain-HCN 5.0 eem 
Zeit 0 St. 24 St. 120 St. 
NH-N Zunahme in mg 0.000 0.072 0.116 
Hydrolysengrad iu % 0.0 8.2 TST 


4. Einwirkung des Pepsins. 


Pepsin (Griibler) in 2%iger Losung. Alle Substrate wurden 
nicht gespalten. 


Ill. User pen Ernruuss pes ASPARAGYLHISTIDINS AUF 
DIE SEKRETION DER VERDAUUNGSDRUSEN. 


A. Magensekretion. 


Als Versuchstiere stellte ich 2 Hunde mit Pawlowschem 
Kleinmagen bereit. Die Tiere wogen 10.5 kg (Nr. 1) und 12.7 ke 
(Nr. 2). Die Operation wurde nach der Vorschrift von Bickel 
und Katsch ausgefiihrt, und der kleine Magen wurde mittels 
metallischer Kaniile nach aussen kommunizierend hergerichtet. 
Die Wunde heilte gut, und die Tiere befanden sich wohl. 20 Tage 
nach der Operation wurde der erste Versuch unternommen. Das 
injizierte Material war in wenig Wasser gelost und gegen Lakmus 
neutralisiert. Injektion subkutan. Bei den Versuchen lagen die 
Tiere ruhig in Seitenlage, und der aus dem mit der metallischen 
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Kantile verbundenen Gummirohr tropfende Magensaft wurde jede 
Stunde gesammelt und gemessen. Die Versuchsdauer betrug 
jedesmal insgesamt 4 Stunden, eine Stunde vor der Injektion des 
Untersuchungsmaterials und 3 Stunden nach der Injektion. 

Alle Versuche wurden friihmorgens in Niichternheit der Tiere 
ausgeftihrt. An dem in jeder Stunde gesammelten Magensaft 
wurden freie Salzsdure, Gesamtaciditat und Pepsingehalt bestimmt. 
1 cem Magensaft wurde mit Wasser 10 fach verdiinnt und mit N/10 
NaOH in der tblichen Weise titriert, zuerst gegen Dimethyl- 
aminoazobenzol, dann gegen Phenolphthalein als Indikator. Die 
egebrauchten Alkalivolumina wurden mit 100 multipliziert und als 
freie Salzsdure resp. Gesamtaciditat ausgedriickt. Die Pepsin- 
Bestimmung erfolgte nach Fuld-Levison (1907). 


1) Kontrollversuch (Hund Nr. 1). 


Zeit I St. II St. ITT St. IV St. 
Menge ccm 2.0 1.5 2.0 2.0 
freie HCl 80 80 80 80 
Gesamtaciditat 90 = 90 90 
Pepsin 64 — 64 64 


2) Kontrollversuch (Hund Nr. 2). 


Zeit a St- gst. TUL St: IV St. 
Menge ccm 2.0 2.2 3.0 2.3 
freie HCl 90 90 90 90 
Gesamtaciditat 100 100 100 100 
Pepsin | 125 125 125 125 
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3) Versuch mit Histidin (Hund Nr. 2). 
0.1 g Histidindichlorid neutralisiert und subkutan injiziert. 
F 1St. vor 
Zeit Tnjektion I St. TESt: SSeS IV St. 
Menge ccm 22 | 8 2.0 15 3.0 45 
~~ 
freie HCl 80 cl 40 60 60 60 
i] 
Gesamtaciditat 90 i 60 75 70 75 
Pepsin 125 125 125 125 64 
4) Versuch mit Asparagylasparagin (Hund Nr. 1). 
0.5 g¢ Dipeptid neutralisiert und subkutan injiziert. 
; 1St. vor 
Zeit Injektion I St. IT St. III St. 
Menge com 14 & 3.5 1.5 1.5 
ae) 
freie HCl 80 i 80 80 80 
q 
Gesamtaciditit 90 a 90 90 90 
Pepsin 64 64 64 64 
5) Versuch mit Asparagin (Hund Nr. 2). 
0.1 g Asparagin neutralisiert und subkutan injiziert. 
: 1 St. vor 
Zeit Injektion I St. IT St. LEESts IV St. 
Menge ccm Lees 7 1.5 L3 1.5 
~ 
freie HCl 20 cl 20 20 20 20 
a 
Gesamtaciditit 85 ie 80 80 70 75 
Pepsin 250 250 250 250 250 
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6) Versuch mit Asparagylhistidin. 
Verschiedene Mengen des Dipeptids neutralisiert und subkutan 
injiziert. Die Resultate sind tabellarisch unten angegeben. 


aj 10'¢ (Hund Nr. 1) 
Zeit esi ISt. II St. III St. 
Menge cem 2 & 17.0 4.0 1.5 
ane 
freie HCl 0 'S 10 15 0 
Gesamtaciditat 25 ey 25 25 15 
Pepsin 32 16 16 16 
b) 02¢ (Hund Nr. 2) 
Zeit ate cen I St. II St. III St. 
Menge ccm 2.5 & 6.6 ai 2.3 
~~ 
freie HCl 100 ‘o 105 100 100 
Gesamtaciditat 110 a 110 110 110 
Pepsin 125 125 125 125 
ce) O.lg (Hund Nr. 1) 
Zeit nae ees St. are | LETS | IVs. 
Menge cem 15 | & 6.0 20.0 10.0 4.0 
» 
freie HCl 0 ‘o 10 5 0 0 
f=] 
Gesamtaciditat 20 a 20 10.0 5 5 
Pepsin 32 4 4 0 0 
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d) 01g (Hund Nr. 1) 
Zeit ee cated ISt. Ist. | Ite | Ivst. 
Menge ccm 15° jets 5.0 6.0 3.0 1.0 
42 
freie HCl 0 cl 40 40 40 40 
4 
Gesamtaciditit 40 a 50 60 50 55 
Pepsin 125 125 125 125 125 
e) O.1¢g (Hund Nr. 1) 
Zeit Leo I St. Inst: | tre | Ivse 
Menge ccm 1.5 & 4.0 10.0 3.5 2.0 
~ 
freie HCl 40 cl 70 15 70 70 
f=] 
Gesamtaciditat 50 +; 80 90 90 90 
Pepsin 250 250 250 250 250 
f) 0.0lg (Hund Nr. 1) 
Zeit ee I St. Inst. | 1mst. | IvVSt. 
Menge ccm 2.0 & 3.0 5.5 2.5 2.0 
Rey 
freie HCl 40 cl 50 70 70 70 
] q 
Gesamtaciditat 60 a 60) 80 80 80 
Pepsin 125 15 0 | (195 125 125 
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g) 001g (Hund Nr. 1) 
: 18t. vor 
Zeit Injektion I St. II St. III St. 
Menge cem 1.3 & 6.0 10.0 2.0 
~~ 
freie HCl 0 ‘o 90 115 90 
=| 
Gesamtaciditat 40 = 113 128 110 
Pepsin 64 125 125 125 


7) Versuch mit Gastrin. 

Gastrin wurde nach der Methode von Bayliss und Starling 
(1902) hergestellt. 60g der abgeschabten pylorischen Schleimhaut 
vom Schwein wurden mit 120 cem 0.4% Salzsaure digeriert, weiter 
mit Sand gut zerrieben und 3 Stunden bei Zimmertemperatur 
stehen gelassen. Die ganze Masse wurde dann 20 Minuten lang 
auf 70° erwarmt und mit 2 N-NaOH gegen Lakmus neutralisiert. 
Nach der Abkiihlung wurde sie filtriert. Das Filtrat ergab ungefahr 
100 cem und war klar. 10cem des Filtrats wurden zur Unter- 
suchung der Wirkung auf die Magensekretion subkutan injiziert. 


: 1 St. vor i 
Zeit Injektion ie Shh Ir St. 
Menge ccm 2.5 s 6.0 2.4 
~ 
freie HCl 90 ‘o 115 100 
i=] 
Gesamtaciditat 100 a 125 120 
Pepsin 125 125 125 


50 cem der Gastrinldsung wurden weiter auf dem Wasserbad 
von 70° abgedampft. Der Riickstand wog 1.36¢. 0.3g davon 
wurden in 10cem Wasser geldst, von einem geringen unldéslichen 
Teil abfiltriert und intraven6és injiziert. 
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1 St. vor 
Zeit Tee cuion Lee II St. 
Menge cem 3.0 & 5.0 2.0 
~ 
freie HCl 90 6 90 90 
Gesamtaciditat 100 100 100 
Pepsin 125 125 125 


8) Versuch mit Sekretin. 
Sekretin wurde ebenfalls nach der Methode von Bayliss und 
Starling (1902) hergestellt. Das Verfahren war dasselbe wie bei 


Gastrin. 
10 cem der Sekretinldsung wurden subkutan injiziert. 


: 1St. vor 
Zeit Injektion I St. II St. III St. 
Menge com 2.4 & 6.4 4.2 2.4 
~ 
freie HCl 100 ‘> 105 100 100 
a 
Gesamtaciditit 120 sy 120 120 120 
Pepsin 125 125 125 125 


B. Pankreassekretion. 


Als Versuchstiere dienten Kaninchen von 2000-2500 g¢ Korper- 
gewicht. Die Tiere wurden morgens im niichternen Zustand mit 
Urethan (1g pro kg Korpergewicht) narkotisiert, und in Riicken- 
lage auf der Platte fixiert. 

Hine feine Glaskantile wurde in den Ductus pankreaticus durch 
einen mit der Schere geschnittenen Schlitz eingefiihrt und mit 
Faden befestigt. Die Tropfenzahl des ausfliessenden Pankreassaftes 
wurde alle fiinf Minuten aufgezeichnet. Messung der Sekretion 
mittels Tropfenzahl ergibt selbstverstandlich keine absolute Menge, 
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da die Tropfenzahl von der Dicke der Kaniile stark abhangig ist. 
Aber bei einzelnen Tieren kann die Veraénderung der Tropfenzahl 
als Mass des abgesonderten Saftvolumens dienen. Darum wurden 
die beobachteten Tropfenzahlen fiir jede Halbstunde zusammen- 
gerechnet, die Summe in der Halbstunde vor der Injektion des zu 
untersuchenden Mittels wurde als 100% angenommen, und die 
Sekretion nach der Injektion, aus der Tropfenzahl fiir jede Halb- 
stunde ausgerechnet, in prozentueller Zahl angegeben. Damit 
konnte die individuelle Schwankung der Saftabsonderung auch 
ausgeschlossen werden. Die injizierte Substanz wurde in wenig 
Wasser gelost, neutralisiert und subkutan zugefiihrt. 


C. Gallensekretion. 


Kaninchen und Katze dienten zum Versuch. Morgens im 
niichteren Zustand wurden die Tiere wie bei den obenstehenden 
Versuchen narkotisiert. Die Gallenblase wurde unterbunden, eine 
feine Glaskanitile in den Ductus choledochus eingeftihrt, und 
die ausfliessende Lebergalle in Tropfen gezahlt. Die Tropfenzahl 
in 10 Minuten vor der Injektion wurde als 100% angenommen und 
die Sekretion nach der Injektion, wie beim Pankreasversuch, in 
prozentuellen Zahlen angegeben. 

Bei dem Versuch tiber die Gallensekretion hatte ich die Gelegen- 
heit, mit dem tber Pikrolonat wiederbekommenen Asparagyl- 
histidin zu untersuchen. 1.07¢ Pikrolonat wurden in 200 ccm 
heissen Wassers gelost und als Losung bis 40° abgekthlt, 20 cem 
N/10 HCl hinzugeftigt und stark abgektihlt. Die ausgeschiedene 
Pikrolonséure wurde wiederholt ausgeathert, das Halogen durch 
Silbersulfat-Baryt-Verfahren entfernt, und die Losung unter 
vermindertem Druck bis 8cem eingeengt. 2cem davon wurden 
subkutan injiziert. 
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There has gradually been accumulated a train of evidence in 
vitro which has been interpreted in support of the assumption that 
methylglyoxal might well be considered as the mother substance of 
lactic acid in the sugar metabolism. Nevertheless, an important 
part of the problem remains to be elucidated, namely the study of 
methylglyoxal in vivo. This lack of evidence in vivo seems to have 
originated in the violent toxicity of methylglyoxal and the difficulty 
with which a very small amount of it, if present in the blood, is 
determined quantitatively. It is no wonder that methylglyoxal, a 
highly reactive ketoaldehyde, cannot be detected in the normal 
course of sugar degradation, where it will suffer further change as 
soon as it is produced, and much more so when we have not a 
sensitive method for its detection. 

By reference to the literature it appears that conclusive results 
have not been achieved with regard to the toxicity of methylglyoxal 
and its homologues. Dakin and Dudley (1918) found that 
1.5 gm. of methylglyoxal in aqueous solution were given subcutane- 
ously to a rabbit of 1.5 kilo. in body weight without any effect, show- 
ing that it was relatively non-toxic. Sjollema and Seekles 
(1926) noticed that an intravenous injection of 0.3 gm. of methyl- 
elyoxal per kilo. of body weight killed the rabbit under the develop- 
ment of characteristic symptoms due to motory irritation, and that 
one gram of methylglyoxal per kilo. was sublethal when applied 
subcutaneously, while 1.5 gm. per kilo., given per os, were fatal. 
Fischler and Hirsch (1928) observed that an intravenous injec- 
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tion of 0.2 gm. of methylglyoxal in the rabbit was always productive 
of a set of symptoms which had striking similarity with those fol- 
lowing the injection of insulin to normal animals. According to 
Pohl’s description (1896) 0.2 gm. of glyoxal, given subcutaneously, 
is toxic enough to kill a 7 kilo. dog, and its bisulfite compound leads 
a rabbit of 1050 gm. to death within 24 hours. Kermack, Lambie 
and Slater (1927) found the lethal dose of hydroxymethylglyoxal 
for the mouse to be 0.75 mgm. per gram of body weight. With 
regard to the toxicity of glucosone, Hynd (1927) pointed out that 
there was a narrow margin between the sublethal and lethal dose 
for the mouse, the former dose being 2.4mgm. and the latter 2.6 
mem. per gram of body weight. Herring and Hynd (1928) 
claim that the fatal dose of glucosone is 2.6 mgm. per gram of body 
weight for mice (subcutaneous), 2 mgm. for white rats (subeutane- 
ous), 2.39 mgm. for rabbits (intraperitoneal), 2.95 mgm. for guinea 
pigs (intraperitoneal) and 5 mgm. for cats (subcutaneous). Arai 
and Takagaki (1930) also noticed the toxic effect of glucosone 
when injected subcutaneously in the mouse in an amount of 10 mgm. 
per 10 gm. of body weight, while 5-6 mgm. were without any effect. 
The lack of unanimity in the toxicity of the glyoxals, which is found 
in the literature on this subject, is very probably due to the purity 
of the samples (some of the preparations are always more or less 
acidic), the accuracy of the measuring method, ete. As to the fate 
of the glyoxals introduced in the living organism, there has so far 
been found no definite information. Dakin and Dudley (l.¢.) 
state that the oral administration of 9 am. of methylglyoxal to the 
phlorhizinised dogs resulted in the marked rise of D:N, and that 
no unchanged. methylglyoxal was excreted in the urine. An occa- 
sional rise of blood sugar and appearance of lactic acid in the urine 
were found by Sjollema and Seekles (1. ¢.) after the injection of 
methylglyoxal to the rabbit. The amount of increased sugar was, 
however, too high to be accounted for by the quantity of methyl- 
elyoxal injected. The observation of Fischler and Hirsch (1.c.) 
that the blood sugar curves of the rabbit showed a temporary 
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depression 10 minutes after the injection of methylglyoxal and that 
the symptoms following the methylglyoxal injection disappeared 
quite rapidly, led them to think that methylglyoxal might leave 
the body pretty soon. Fischler (1927) also assumed for a 
similar reason the rapid elimination of methylglyoxal from the 
organism. Arai and his associate (1. ¢.) were able to demonstrate 
the appearance of a small quantity of glucosone in the urine 
after its intravenous application to rabbits, by detecting a 
substance which reacted with phenylhydrazine in the cold and 
formed an osazone (melting point=203°). Based on the striking 
similarity between the symptoms produced by the injection of 
methylglyoxal and those resulting from the injection of insulin, 
Fischler (l.¢.) tried to attribute the toxic effect of insulin to the 
rapid formation of methylglyoxal from glucose by insulin. On the 
other hand, Kermack, Lambie and Slater (l.¢.) failed to revive 
a rabbit doomed by an injection of insulin by means of methyl- 
elyoxal and they were led to believe even in the ill effect of methyl- 
elyoxal on insulin convulsion. Hynd (l.c.), and Herring and 
Hynd (l.c.) found that the injection of glucosone to various 
animals caused the appearance of symptoms similar to those asso- 
ciated with insulin hypoglycemia in the same species and they sug- 
gested that glycosone was the compound directly responsible for 
the appearance of these symptoms. Showing that hydroxymethyl- 
glyoxal, which is to be regarded as a homologue of glucosone, 
produees also similar toxie effects as glucosone, Kermack, Lambie 
and Slater (1929) hesitate to attribute rashly the toxicity of 
insulin to the production of glucosone from sugar. Arai and his 
co-worker (l.¢.) could not verify Herring and Hynd’s assump- 
tion, as they failed to cure animals from insulin-convulsion by 
injecting glueosone. After all, in the absence, so far, of much 
direct experimental evidence, views on the fate of methylglyoxal 
and its homologues are of necessity largely speculative. 

The interest which is attached to the current problem on 
methylelyoxal seemed to warrant a further investigation of its 
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behaviour im vivo. The present writer did not confine his inves- 
tigations to methylglyoxal alone but extended the examination to 
its homologues, i.e. glyoxal, phenylglyoxal, hydroxymethylglyoxal 
and glucosone to study their toxic action and their fate in the 
animal body. 


I. THe PREPARATION AND THE DETERMINATION OF GLYOXALS. 


Methylglyoxal was prepared from dihydroxyacetone by the 
method of Fischer and Taube (1924) or of Fischer and Feld- 
mann (1929). The concentration of its solution was checked by 
the parallel determination of the amount of acids (acetic and 
formic) formed from methylglyoxal by the action of Hs2O2 in 
alkaline medium and of the weight of its p-nitrophenylosazone. 
Fairly equal results were obtained by both methods. The samples 
were more or less acidic, being accompanied by lactic acid and 
others. Glyoxal was prepared by the de Forerand method (1884) 
of oxidizing paraldehyde with nitric acid and distilling the result- 
ing mixture in vacuo. The standardization of its solution was per- 
formed in the same fashion as in the case of methylglyoxal. The 
preparation was somewhat acid. Phenylglyoxal was obtained frem 
isonitroso-acetophenone according to the method of Muller and 
Pechmann (1889). The purity of the preparation was confirmed 
from its melting point (91°). The procedure of preparing hydro- 
xymethylelyoxal followed the lines prescribed ‘by Evans and 
Waring (1926), by oxidizing dihydroxycetone with cupric 
acetate. The melting point of the sample was in accord with that 
found in the text book (99°). Finally glucosone was prepared by 
the well-known method of Fischer (1889). The concentration of 
the glucosone solution, which was slightly acid, was estimated from 
the weight of its phenylosazone. Every effort was made to prepare 
the purest samples. The concentration of the solutions of the 
elyoxals might be considered accurate with the exception of glyco- 
sone, the osazone method of which shows only the approximate 
figures. 
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The determination of the elyoxals was performed by the colori- 
metric method of Ariyama (1928). 

First of all the color intensity of the glyoxals produced by the 
reagents was compared. To 10ce. of 0.001m solution of the 
glyoxals were added, in order, 2 cc. of arsenophosphotungstie acid 
reagent, followed by 1 ce. of m NaCN and 5 ce. of m NasCOs, After 
standing for 10 minutes the mixtures were diluted to 100 ec. with 
water and the depth of the blue color was compared one with 
another. When the color intensity of glyoxal solution was taken 
as unity, that of methylglyoxal was 0.75, phenylglyoxal 0.675, 
hydroxymethylglyoxal 0.418 and glucosone 0.413. This ratio was 
found to be constant at any other concentration than 0.001 m. 


Il. THe Hyprouysis oF THE GLYOXALS BY ALKALI 
AND GLYOXALASE. 


As it seemed likely that a knowledge of the behaviour of the 
glyoxals towards hydrolyzing agents might throw some light on 
their fate in the organism, the resistance of these substances against 
hydrolysis was studied. It has been confirmed by many investiga- 
tors that the glyoxals, though stable in acid reaction, are highly 
susceptible to alkali. The effect of alkalinity on the glyoxals was 
studied in my experiments in the following way. 10cc. of 0.1m 
solutions of the glyoxals were diluted to 100 ce. with carbonate- 
bicarbonate buffer solutions of pH 8.35, 9.45 and 10.45, and the 
mixtures were kept at 37° to examine the rate of the decrease of 
the substances at intervals. The results are summarized in Table I. 

It will be seen from the table that the susceptibility of 
the glyoxals towards alkali increased at every pH in the order 
named, glucosone, hydroxymethylglyoxal, phenylglyoxal and 
methylglyoxal. Glyoxal is to be regarded as an exception, the 
resistance of which was the strongest among the glyoxals at lower 
alkalinity (pH 8.35), while it diminished greatly at higher 
alkalinity (pH 9.45 and 10.45) to show the intermediate value 
between those of hydroxymethylglyoxal and phenylglyoxal. 
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TABLE I. 
Hydrolysis of Glyoxals at Various pH. 


Decrease of glyoxals (%) 

pH Glyoxals 
After | ahr. | Qhrs. | hrs. | 6 hrs. 
Glyoxal —_ — Boe 5.6 8.5 
Glucosone — — Ue 11.4 14.3 
8.35 Hydroxymethylglyoxal — —_— (el 12.4 1733 
Phenylglyoxal — —_ 11.2 22.8 30.5 
Methylglyoxal = = 15.5 27.7 38.5 
Glucosone —_ 8.3 14.5 22.6 29.4 
Hydroxymethylglyoxal —_ 12.6 20.4 29.3 33.2 
9.45 Glyoxal — 16.9 32.3 54.8 69.7 
Phenylglyoxal — 20.0 33.4 57,2 73.L 
Methylglyoxal — 25.3 37.4 59.2 78.3 
Glucosone 13.5 28,7 45.6 73.1 91.4 
Hydroxymethylglyoxal LAT. 38.7 17.5 — = 
10.45 Glyoxal 43.2 86.6 91.8 — — 
Phenylglyoxal 44.4 69.2 93.6 _ _ 
Methylglyoxal 58.1 83.2 96.0 — _ 


The velocity of the hydrolysis of the glyoxals by glyoxalase, 
which exists in animal and plant tissues and converts the glyoxals 
to corresponding hydroxy acids, was compared one with another 
in the following fashion. The glyoxalase solution was prepared by 
extracting the fresh liver hash of the rabbit with 4 parts of water 
and filtering the mixture after an hour’s standing at room tempera- 
ture. The mixtures of 3cc. of 0.1m glyoxals and 4c¢e. of the 
elyoxalase solution were diluted to 100 ce. with a borax-borie¢ acid 
buffer solution of pH 7.0 and incubated at 37°. At intervals por. 
tions of the mixtures were pipetted out, deproteinized with tri- 
chloracetic acid and the amount of methylglyoxal remaining was 
determined. The data obtained are shown in the following table. 
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TABLE ITI. 


Hydrolysis of Glyoxals by Glyoxalase. 


Decrease of glyoxals (%) 
Glyoxals 
idm 20 min. 40 min. 60 min. 
Glyoxal 4.6 8.9 iene 17.1 
Glucosone 7.6 14.3 25.1 31.0 
Hydroxymethylglyoxal 12.4 20.5 32.4 42.3 
Phenylglyoxal 15.0 25.2 37.8 43.8 
Methylglyoxal 24.3 43.1 70.6 89.5 


When the glyoxals are arranged in the order of their sus- 
ceptibility towards glyoxalase, the order falls in the same line as 
in the ease of alkali hydrolysis. 


III. Tue Toxicrry oF THE GLYOXALS. 


It has been observed by many investigators that the adminis- 
tration of a certain amount of the glyoxals produces a train of 
characteristic symptoms, which appears to be due to the irritation 
of the motory centrum. Upon intravenous injection of relatively 
large quantities of the glyoxals the immediate development of 
severe symptoms was noticed in my experiments; i.e screaming, 
gasping respiration, myosis, stiffening of the tail, convulsive seizures 
with paddling and running movements, followed by death or slow 
recovery. When the doses were relatively small or the injection 
was made subeutaneously, the symptoms were: uneasiness, tremb- 
ling, loss of appetite, drowsiness, loss of muscular tone, collapse, ete. 

The lethal doses of the glyoxals for the rabbit are listed in 
Table III. The solutions of the glyoxals were, if necessary, neu- 
tralized with NagCOs3 and diluted to proper concentration before 
the injections were made. 

As is shown in the table, the lethal doses of the glyoxals were 
somewhat less than those described in literature. 
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TasBLeE III. 
Lethal Doses of Glyoxals for Rabbit. 


Grams per kilo. of body weight. 
Injection 
Methyl- | Phenyl- Hydroxy- 
Glyoxal glyoxal glyoxal Glucosone methylglyoxal 
Intravenous 0.015 0.15 0.15 0.18 0.20 
Subcutaneous 0.2 0.5 == 1.5 1.8 


In passing, a few remarks on the effect of lactic and pyruvic 
acid on the organism are inserted. The present writer confirmed 
the old observations with reference to the toxicity of these acids. 
The intravenous injection of the acids in amounts corresponding 
to the sublethal doses of methylglyoxal developed symptoms, which 
had much resemblance to those of methylglyoxal but with worse 
prognosis. Thus, an intravenous injection of 0.125 gm. of the acids 
(=+0.1 gm. methylglyoxal) per kilo., which had been diluted to 
10 ec. with water and neutralized with 0.1n NaOH, resulted in the 
death of the rabbit ofter 24 hours, or slow recovery from severe 
symptoms. An injection of 0.19 gm. of the acids (=+0.15 gm. 
methylelyoxal) per kilo. caused the immediate death of the animal. 
It is plausible that the toxicity of methylglyoxal may be due partly 
to the rash production of lactic acid from methylglyoxal injected. 


IV. Tue Fate or THE GUYOXALS IN THE ORGANISM. 


One of the ways leading to the understanding of the fate of the 
glyoxals in the animal body is the hourly trailing of the glyoxals 
introduced into the body, though it does not afford any direct clue 
to the nature of the chemistry involved. For this purpose the 
Ariyama method has proved to be of value, as it responds to a 
very small amount of the glyoxals with fair accuracy. At the same 
time as the determination of the glyoxals in the blood, the increase 
of blood sugar and the exeretion of the glyoxals in the urine were 
also examined. In the case of methylglyoxal the study was ex- 
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tended to the investigation of lactic acid in the blood and urine. 
The rabbits were starved for 24 hours before the experiment. The 
blood sample was punctured out of Vena jugularis which had been 
previously exposed. This operation did not effect any noticeable 
influence on the sugar or lactie acid content of the blood. For the 
determination of the elyoxals or lactic acid 2 ce. of the blood were 
treated with 2 cc. of 10% trichlor-acetie acid and 6ce. of water. 
4 ee. of the deproteinized filtrate were analysed by the colorimetric 
method for the glyoxals and by the method of Friedemann, 
Cotonio and Shaffer (1927) for lactic acid. Sugar was deter- 
mined by Somogyi’s method (1926) in the Folin-Wu filtrate 
of 0.2 ce. of the blood. In the control experiments it was found 
that the normal blood contained some substances, probably uric 
acid and others, which reacted with the color reagents, and that 
the amount of the substances corresponded to 1.4 mgm. of methyl- 
elyoxal per 100 cc. of the blood. The values summarised in the 
following tables are those obtained for one particular case out of 
several experiments in each series. Too rigid a value cannot be 
placed on the determination of the glyoxals under the conditions 
where exceedingly small amount of the glyoxals are to be measured. 
The data are only of approximate value. 


A. MrtTHYLGLYOXAL. 


a. Subcutaneous injection. 


1.4 mol solution of methylglyoxal was carefully neutralized 
with Naz,CO3. The portions, which contained 0.2, 0.3, 0.4 and 
0.5 gm. of methylglyoxal per kilo. of body weight respectively, were 
diluted with water (so as to make the solutions not exceedingly 
hypertonic) and injected slowly in the back of the animal. The 
results of the blood analyses are shown in Table IV. 

From the data listed in the table much that has hitherto been 
obscure is now made clear. It should be emphasised that methyl- 
elyoxal stayed in the blood for rather a long time; an unexpected 
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TABLE IV. 
Subcutaneous Injection of Methylglyoxal. 


Milligrams per 100 ce. of blood 
a | Body Substance 
injected. : : 
gm. per weight | determined Before Aft 
hilo. (kilo.) | in the blood the 1 ee 2hrs.| 4 hrs.| 6 hrs. | 8 hrs. 
injection ; 
Methylglyoxal 0 0.9 aia 0.6 0.2 0 
0.2 2.0 Sugar 91 134 142 iat 97 90 
Lactie acid 22 22.7) 27.0| 42.7) 27.0) 21 
Methylglyoxal 0 123 15) 0.9 0.8 0.6 
0.3 1.9 Sugar 95 142 159 176 | 142 95 
Lactie acid 24 34 40 AT 44 38 
0.4 2.0 Mothylelyoxall 0 1.8 el 1.2 0.9| = 
0.5 2.2 | Methylglyoxal 0 3.4 — 3.6| dead 


result, in view of the susceptibility of methylglyoxal to glyoxalase 
and of the rapid disappearance of the toxic symptoms. Methyl- 
glyoxal in the blood increased rapidly till the second hour after the 
injection, followed by a fast decrease and disappeared after 8 hours 
or more. Lactic acid showed the maximum value at the 4th hour 
and then diminished rapidly. The blood sugar curve rose up rapidly 
and reached the maximum point after 2 or 4 hours and returned to 
its normal value after 6 or 8 hours. Because of the lack of the 
reducing power of methylglyoxal in such small amounts as were 
detected in the blood, the rise of the reducing power must be 
attributed to the actual increase of blood sugar. 


b. Intravenous imjection. 

0.5, 1.0 and 1.5 ee. of 1.4m methylglyoxal solution (=0.05, 0.1 
and 0.15 gm. methylglyoxal) per kilo. were injected slowly after 
neutralizing and diluting. 

Here again we noticed rather a long stay of methylglyoxal in 
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TABLE V. 


Intravenous Injection of Methylglyoxal. 


; Milligrams per 100 ce. of blood 
Seabee Body Substance 
Se per weight determined Before After 
lo. | ilo.) | im the blood the “|e n| Lr. |2hrs.| 4 hrs.| 6 hrs. 
injection 
Methylglyoxal 0 0.9 a 0.3 0.2 Om 
0.05 2.4 | Sugar 107 TL DO oa aL OS 91 
Lactie acid 28 == o2 51 45 33 
Methylglyoxal 0 1.6 1:2 0.8 0.4) 0 
0.10 2.3 | Sugar 108 157 | 176 | 186 | 193 151 
Lactic acid 24 == | 3 56 51 41 
0.15 2.0 Methylglyoxal 0 Seek 3.1| dead 


the blood, though the curves of its elimination from the blood fell 
quite abruptly. Lactic acid sprang up to the highest point an 
hour after the injection and then decreased relatively by degrees. 
The blood sugar increased more slowly than the lactic acid. 

It is worth while to note that methylglyoxal was never excreted 
in the urine under any circumstances. Three successive injections 
of 0.1 gm. (intravenously) or 0.3 gm. (subcutaneously) per kilo. at 
intervals of 3 hours did not cause the excretion of methylglyoxal 
in the urine. This may be accounted for by the great sensitivity 
of methylglyoxal towards tissue glyoxalase. The urine of the 
normal rabbit contained some substances which developed the blue 
eolor with the color reagents; the amount of the substances in 
100 ec. of the urine corresponded to 4.3-4.5 mgm. of methylglyoxal. 
The extra lactic acid and sugar leaked out of the blood stream to 
the urine. The hourly relation between lactic acid and sugar of 
the blood and urine after the intravenous injection of 0.1 gm. of 
methylglyoxal per kilo. into a rabbit of 1500 gm. is shown in Table 
VI. The samples of the urine were catheterized out of the bladder 
at intervals. 
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TABLE VI. 


Lactic Acid and Sugar in Blood and Urine after Intravenous 
Injection of Methylglyoxal. 


Amount, in 100 ce. of blood or excreted 
SHineinde in the urine (mgm.) 
determined 
Before the} After P 
ieqegton ais: 4hrs. 6 hrs. 8 hrs. | 24 hrs. 
Methylglyoxal 0 1.2 0.9 =EO 0 0 
Blood | Sugar 89 186 193 127 108 90 
Lactic acid 24 56 42 32 24 24 
Methylglyoxal 0 0 0 0 0 0 
Urine | Sugar 0 19.4 39.8 82.9 117.4 217.2 
Lactic acid 0 2.7 8.3 18.5 29.9 38.3 


Fischler’s assumption that the rash formation of methyl- 
elyoxal in the blood might be directly responsible for the hypo- 
elycemic convulsion of insulin was disproven. No trace of methyl- 
glyoxal was detected in the blood of the insulin-convulsive animal, 
and the injection of glucose or dihydroxyacetone did not alleviate 
the symptoms arising as a result of the injection of methylglyoxal. 


B. GLyoxAat. 


Injections were performed in the same fashion as in the case 
of methylglyoxal (Table VIT). 


a. Subcutaneous injection. 

The apexes of the curves for glyoxal in the blood were reached 
at the second hour after the injection. The blood sugar curves fell 
almost in the same family as those of glyoxal. In such small 
amounts as were present in the blood, glyoxal was not responsible 
for reduction of the sugar reagent. 


b. Intravenous injection. 


Glyoxal of the blood fell with great rapidity and was eliminated 
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TABLE VII. 


Subcutaneous and Intravenous Injection of Glyoxal. 


d EB 3 oe ges Milligrams per 100 ce. of blood 
€ iogsies| sas 
a 5 is Be 4 2 é Before After 
= F eS S DY é the Rea lhr. | 2 hrs.| 4 hrs. | 6 hrs. 

aon FQ A injection 

0.05 2.0 Glyoxal 0 — 0:12) 0.5 0 0 
a Sugar 91 se |\ilalye 125 100 90 
3 
3 0.1 ae Glyoxal 0 = 0.3 1-3 | =E0 0 
8 Sugar 83 — |142 159 | 125 81 
8 es re Glyoxal 0 — 0.5] 1.56) 0.8] ae 
a ‘ : Sugar 87 — |142 168 | 176 | 

Glyoxal 0 =s 0.75) 2.25 
0.5 2.0 Sugar 91 Shes bres! | 24 
Glyoxal 0 e671 08) oO 4) 0 

Napa Le I Sugar 83 "25. |\.— (117° |. 108 | 39 
a Glyoxal 0 Adel <2 1051 0 eo 
RR ai a Sugar 89 142; }2 = | 159: 7 | 91 
= | 0.025 | 2.3 | Glyoxal 0 9.0| dead 

0.05 2.3 Glyoxal 0 16.2 dead after 10 min. 


completely after 4 hours while the blood sugar reached the highest 
point after one or two hours and reached its original value after 
a lapse of 6 hours. 

Contrary to methylglyoxal, the injection cf a relatively large 
amount of glyoxal caused its appearance in the urine. Thus three 
successive injections of 0.01 gm. glyoxal per kilo. intravenously at 
intervals of 3 hours caused in two experiments the excretion of 
1.52 and 1.24 mem. of glyoxal within 24 hours. 


C. PHENYLGLYOXAL. 


Owing to the seantiness of the sample the experiments had to 
be limited to the intravenous injection alone. 
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TABLE VIII. 


Intravenous Injection of Phenylglyoxal. 


as) 
= Gules ose Milligrams per 100 ce. of blood 
ota ix 2g S 
rod | io 3 aS 
eh oF bet ss Befor 
»~ rd ee) el 
8 a ey = ke the |After lh 
eq 3 nes gene mint r. | 2 hrs.| 4 hrs.| 6 hrs. | 8 hrs. 
3 is tion 
005 | 22 Phenylglyoxal 0 ical 0.7 0.4) -E0 0 = 
Sugar 91 St LA | LOS ma eL OO 90 oS 
01 2.3 Phenylglyoxal 0 1.8 1.4 1.1 0.5} -E0 0 
; Sugar 83 = | 3397 bids} aye | tee 85 
6.19 | 2.0 { Phenylglyoxal 0 2.1 1.8 1.4 0.7 1.4 0 
: Sugar 91 — | 148 | 157 || 150. | 134. |? 177 
Phenylglyoxal 0 6.4 
0.15 | 21 { ase ie Ne dead after 10 min. 


On comparison with the corresponding case of methylglyoxal, 
the elimination of phenylglyoxal took place a little more slowly. 


D. HyproxyMETHYLGLYOXAL. 


There was a marked difference between the velocity of decrease 
of hydroxymethylglyoxal and methylglyoxal in the blood, the latter 
disappearing more rapidly (Table IX). 

When 0.1 gm. of hydroxymethylglyoxal per kilo. was injected 
intravenously three times in succession at intervals of 3 hours, a 
small quantity of it was exereted. 5.4 and 4.2 mem. of hydroxy- 
methylelyoxal were found within 24 hours in two samples of the 


urine. 


E. GLucosone. 
The slowest elimination of glycosone among the glyoxal deriva- 
tives was found. This was to be expected previously from its 
relatively strong resistance against glyoxalase (Table X). 
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BIG;; I. 


‘Glyoxals in blood (mgm. %) 


Time (hour) 


In two experiments, in which the animals received successively 
3 intravenous injections of 0.1 gm. glucosone per kilo. at intervals 
of 3 hours, 7.4 and 9.3 mgm. of glycosone were excreted in 24 hours. 

To illustrate the rate of elimination of the glyoxals from the 
blood, Fig. 1 has been prepared from the data obtained in the cases 
of intravenous injection of 0.1 gm. of the glyoxals per kilo. by 
plotting in a diagram the amounts of the glyoxals present in the 
blood against time. The order of the velocity of the decrease of 
the glyoxals conforms to that of their susceptibility towards 
hydrolysis. 


SUMMARY. 


1. The susceptibility of the glyoxals to hydrolysis by alkali 
and glyoxalase was studied. They were, arranged in the order of 
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sensibility, methylglyoxal, phenylglyoxal, hydroxymethylglyoxal, 
elucosone and glyoxal. 

2. The lethal doses of the glyoxals for the rabbit were deter- 
mined by injecting them subcutaneously and intravenously. 

3. The fate of the glyoxals in the animal body was examined 
by analysing the blood and urine for their content of glyoxals, 
lactic acid and sugar. The finding that the injected glyoxals 
existed in the blood for a much longer time than was hitherto 
supposed, was a rather unexpected result, in view of their reactivity 
and of their susceptibility towards glyoxalase. 
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INTRODUCTION. 


In the previous paper (Toshima, 1931) I have described the 
discovery of a new sort of cold-hemolysis shown by the heated 
immune hemoagglutinin serum. 

The principle causing the cold-hemolysis in the heated serum 
is not a compound hemolysin but it does not require any assistance 
of hemolytic complement in destroying the erythrocytes, and is 
to be classified as a hemotoxin. 

In the course of immunization of rabbits with various sorts of 
erythrocytes, the production of cold-hemotoxin takes place in a 
relatively earlier stage and disappears very quickly compared with 
other immune bodies such as hemoagelutinin, hemolytic amboceptor 
in the general sense, ete.. 

In the case of immune sera, the suitable temperature for the 
manifestation of the strongest cold-hemolytic power hes between 
70-100°C, and no hemolysis occurs in the serum heated at 60-65°C. 

The hemolysis does not take place at 37°C, but a remarkable 
hemolysis oceurs at temperatures lower than 5°C. 

Though I have reported the cold, non-complementary hemolysis 
by the heated immune serum in the first paper, on account of the 
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circumstance that it has been first discovered and studied in the 
heated immune serum, but I could later demonstrate the fact that 
a similar sort of cold-hemolysis seen in the heated normal serum is 
also, though in a weaker degree, compared with that in the immune 
serum. 

The present paper deals with the results of investigation of the 
cold-hemolysis by the heated normal serum. 


MATERIALS OF THE EXPERIMENTS 


As experimental materials, the clear, fresh normal sera of 
healthy rabbits, chickens, pigs, cattle, horses, ducks, geese, men, tec., 
which have been obtained in the hungry hour of animals in order 
to prevent the turbidity of serum, were employed. 

The erythrocytes (rabbit, chicken, pig, cattle, horse, duck, 
goose, Man, guinea-pig, pigeon) were always obtained fresh on 
the day of the experiment, employing a 10% solution of sodium 
citrate as anti-coagulant. They were washed thoroughly and sus- 
pended in the saline solution to 5% emulsion. 


TECHNIQUE OF EXPERIMENTS. 


The above mentioned normal sera were previously diluted at 
suitable rates with the physiological salt solution to prevent the 
heat coagulation of serum protein. The coagulation could be pre- 
vented by diluting the serum to 14, when it was to be heated at 
70-75°C, to 1/10 when to be heated at 80—-90°C, and to 1/12 for 
heating at 95-100°C. 

To 0.45 ee. of these heated sera, one drop of 5% emulsion of 
various sorts of erythrocytes was added. After these materials had 
been thoroughly mixed, the mixture was placed at 37°C (in the 
incubator), 22°C (room temperature), 5°C (in the ice-box) and 
0°C (in ice water) for 6 hours. 

And then the results were examined. As the control test, the 
erythrocytes suspended in the salt solution were always experi- 
mented with in the same way. 
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Results of Experiments. 


I. THE SPECIES OF ANIMALS AND THE COLD-HEMOLYSIS 
BY THE HEATED NORMAL SERUM. 


When the normal serum is heated at various temperatures and 
various kinds of erythrocytes are added into it, the cold-hemolysis 
generally takes place in those sera that have been heated at 70°C 
to 100°C. But the degree of cold-hemolysis differs greatly with 
various kinds of sera as well as of erythrocytes used. 

Generally speaking, the cold-hemolysis caused by the heated 
normal sera is always remarkably weaker than that caused by the 
heated immune sera. 

Furthermore, the normal sera seem to require a higher degree 
of heating temperature for producing the strongest power of cold- 
hemolysis compared with the immune sera, 

In the case of immune sera, the strongest hemolysis occurs 
generally in those sera that have been heated at 75-80°C, while the 
normal sera manifest the strongest cold-hemolytic power when they 
have been heated at 90°C, the degree of hemolysis being gradually 
weaker in sera that have been less and more strongly heated than 
this. 

The normal sera of cattle, horse, duck, and goose cause the 
strongest cold-hemolysis when heated at temperatures near 100°C. 
As in the ease of heated immune sera, the temperature at which the 
hemolysis occurs, is very characteristic; that is, the lower the 
temperature, the stronger the hemolysis. Neither at 37°C nor at 
22°C, the hemolysis fails, and it manifests itself only at tempera- 
tures lower than 5°C. At 0°C it is the strongest. 

As already mentioned, the degree of cold-hemolysis by the 
heated normal sera is generally very weak, and the complete 
hemolysis of the added erythrocytes can never be expected. The 
sign (+) in the tables given below, denotes such a degree of 
hemolysis that a narrow zone of dissolved hemoglobin can be seen 
over the sedimented erythrocytes, and a very slight colouring of the 
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supernatant fluid can be observed when the test tube is slightly 
shaken without disturbing the sediment of erythrocytes. 


1. Serum of rabbits. 

As will be seen in table I, the cold-hemolysis by the heated 
normal serum of rabbits was the strongest, when chicken ery- 
throcytes were employed and a little weaker against the erythrocytes 
of pig, horse, and man. 

And the serum heated at 90°C manifests the strongest hemolytic 
power, the cold-hemolysis in the serum heated at temperatures below 
85°C, being gradually weaker. 

As to the reacting temperature, the hemolysis is 2 or 3 times 
stronger at 0°C than at 5°C. The erythrocytes of rabbit, cattle, 
duck, goose, guinea-pig and pigeon are not hemolysed at any 
temperatures by the heated normal serum of rabbit. 


2. Serum of chickens. 


As is shown in table 1, the heated normal serum of chicken 
hemolyses pretty strongly the erythrocytes of pig and man, but 
only slightly those of chicken and eattle at 0°C. All other kinds 
of erythrocytes are intact in it. The relation between heating- and 
reacting temperatures is similar to the case of rabbit’s serum. 


3. Serum of pig. 

The cold-hemolytic power of heated normal pig serum is very 
weak compared with the above-mentioned two sera. Only the ery- 
throcytes of pig, cattle and horse showed a trace of cold-hemolysis 
in the heated pig serum. 


4. Serum of cattle. 
The heated normal serum of cattle has only a slight power of 
cold-hemolysis, which reacts solely with pig erythrocytes. The 
opticum temperature of heating is 100°C. 
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5. Serum of horse and duck. 


The heated normal serum of horse and duck cause a trace of 
cold-hemolysis only against the erythrocytes of horse and pig. 


6. Serum of man. 


The cold-hemolytie power of the heated normal human serum 
is very weak. It hemolyses only the erythrocytes of chicken, pig, 
horse and man. 

And even with these erythrocytes, the hemolysis takes place 
only at 0°C and is so slight that I have believed for a long time in 
the absence of cold-hemotoxin in the heated normal human serum. 


7. Serum of goose. 


In the heated normal serum of goose, only a slight hemolysis 
oceurs at 0°C when the blood cells of horse are added. As heating 
temperatures, 95-100°C, are the most effective. The erythrocytes 
of chicken and pig show also a trace of cold-hemolysis. 


TABLE I. 
Relation between heating- and reacting temperatures. 


Sorts of | Reacting Heating temperature (C) Chatront 


erythro- temp. NaCl 
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TABLE (continued) 


S orts of 
serum 


Sorts of 
erythro- 
cytes 


Reacting 


Heating temperature (C) 


70° 


1D 


80° 


95° 


100° 


Contrast 
(NaCl) 


Chicken 


Chicken 


Pig 


Cattle 


Man 


Pig 


Pig 


Cattle 


Horse 


Cattle 


Pig 


Horse 


Pig 


Horse 


el) Pet] Cage] a) ay) ee Gee a eae 


a OP el ah eke oe eon ee ee Hlai frit sory tat eat a eae 
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Silie Sef eet eee Feel) ae 
Paes Nira) ta rete i tll oe = 
Pig 5° Os |e ee a ee aie ~ 
Tl eed cs Booed ke am Ue =i = 

Duck 
Be ee | ee | = = 
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37° —}/—}-—-J]—-—-}]—-}]-] - a 
Chicken a Fh CG RE eS Sj (es E 
0° —~/-—-/;/-—-;-/;/#]-]- — 
37° =—f/—} ef H—t—-} rie a 
Pig ie em a ee 
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IJ. THE INFLUENCE OF LONGER HEATING UPON THE 
COLD-HEMOLYTIC POWER OF NORMAL SERA. 


In this experiment, the influence of heating longer than 30 
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minutes upon the cold-hemolytic power of serum has been inves- 
tigated. 

“The normal rabbit serum was diluted to 1/10 and heated at 
90°C for various lengths of time, ranging from 1% to 2 hours, and 
its hemolytic power was determined at 0°C. 

As is shown in table II, the strength of cold-hemolytie power 
was not noticeably influenced by changing the length of the heating 


time. 
TABLE II. 
Influence of the length of heating time. 
Heating hour Zh. 1h. 13h. 2h. 


| 


Degree of 
cold-hemolysis tt tt . tit ttt 


III. LencGtH oF TIME REQUIRED FOR OBTAINING THE 
MAXIMUM DEGREE OF COLD-HEMOLYSIS. 


In all of the experiments so far mentioned, the results were 
read after 6 hours. But the cold-hemolysis by the heated normal 
sera generally appears more quickly than in 6 hours. When the 
erythrocytes of chicken are added to the heated normal serum (30 
minutes at 90°C) of rabbits and cooled at 0°C, a trace of hemolysis 
can be seen already after 20 minutes, and it goés on gradually 
until the maximum degree of hemolysis is reached after about 5 
hours, as will be seen in table III. 


TABLE III. 
Length of time required for the maximum reaction. | 


Length 1 « Contrast 
Renee TO ms 20:m-) 80m) hee eee She) 2a hie eo lene (6 h.) 
Result oS et + ee tt tt tk tt ttt tH 


m.—minute h.—hour 
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IV. THE UPPER LIMIT OF REACTING TEMPERATURE. 


It has been already stated that the hemolysis by the heated 
serum manifests itself only at low temperatures. In the case of the 
heated normal serum, the upper limit of reacting temperature is 
especially low. When the normal sera of rabbits, chickens, pig, ete., 
are diluted to 1/10, heated at 90-95°C for 30 minutes, and various 
kinds of erythrocytes are added, the upper lmit of reacting tem- 
perature is 5°C for all combinations of serum and erythrocytes, 
and no trace of hemolysis occurs at temperatures higher than this 
limit, as is shown in table IV. 


TABLE IV. 
The upper limit of reacting temperature. 
Heat. t ace. 
Sorts of Sorts of Reacting eat, temp. (0) Contrast 
serum erythrocyt. temp. (C) 90° 95° (NaCl) 
10° = = ae 
Pig 
5 + a — 
Rabbit 
10° — _ — 
Chicken 
5s 4h Hh = 
S _ —_ 
Pig a0 
5° ac aE - 
Chicken 
< _ — 
Man ag 
ae _ ae — 
\ — 
Pig a 
Be + + — 
Pig 
Cattl a x 13 oh 
attle 5° eS i te 


V. THE INDIVIDUAL DIFFERENCE OF ANIMALS AS TO THE 
COLD-HEMOLYTIC POWER OF HEATED NORMAL SERUM. 


As has been already mentioned, the strength of cold-hemolysis 
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by the heated normal serum differs with the species of animals and 
with the resistance of erythrocytes employed. 

Beside these circumstances, the strength of cold-hemolysis 
varies even within one and the same species of animals, according 
to their individuality. 

The following experiments have been made in order to demon- 
strate this fact. 

The sera taken from 6 healthy rabbits were equally heated at 
90°C for 30 minutes, chicken erythrocytes were added and they 
exposed to 37°, 22°, 5° and 0°C for 6 hours. 

The results are shown in table V. 


TABLE V. 
Individual difference of animals in the degree of cold-hemolysis. 


WNisibes of Reacting temperature (C) 
rabbits 37° 99° 5° 0° 
No. 24 — = = + 
No. 25 _ — = ate 
No. 31 = _ + tt 
No. 40 _ — =, qt 
No. 43 — _ = tt 
No. 98 _ = Oe ttt 


It will be noticed in the table that a considerable difference 
exists in the degree of cold-hemolysis between each rabbit. Such 
is also the case with the sera of other species of animals. In the 
heated normal sera of man, pig, goose, ete., the cold-hemolysis is 
sometimes positive and sometimes negative, according to the indivi- 
duality of animals. 


VI. RELATIONSHIP BETWEEN THE DEGREE OF COLD-HEMOLYSIS 
AND THE AMOUNT OF ERYTHROCYTES EMPLOYED. 


It is a well known fact that various serological reactions such 
as agglutination, hemolysis, ete. are greatly influenced by the 
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amount of erythrocytes added. I have, therefore, examined whether 
the degree of cold-hemolysis by the heated normal sera is also 
influenced by the amount of erythrocytes employed. 

Rabbits’ sera (No. 31 and No. 43) were diluted and heated for 
30 minutes at 90°C. And to 0.45 ec. of various dilutions of heated 
serum, one drop of the emulsion of chicken erythrocytes of various 
percentages was added. After the mixture had been placed at 0°C 
for 6 hours, the results were examined. 

. As is shown in table VI, the cold-hemolysis is the strongest 
éhen the erythrocytes emulsion of 5-10% is employed. The amount 
of erythrocytes employed, éhich is both larger and smaller than this 
limit, results in a lesser degree of cold-hemolysis. And, moreover, 
too great an amount of erythrocytes lessens the titer of hemotoxin. 


TABLE VI. 
Influence of the quantity of erythrocytes. 


Dilution of serum Contrast 


(NaCl) 


Number of Quantity of 
rabbits erythro. (%) 


10 20 40 80 


1.0 

2.5 

No. 31 5.0 
10.0 

20.0 


BH + 


1.0 

25 

No. 43 5.0 
10.0 

20.0 


ee 
| 
| 
| 


et + + 


| 
| 
| 
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VII. THE INFLUENCE OF FEEDING AND OF THE HUNGER 
STATE OF ANIMALS UPON THE STRENGTH OF 
COLD-HEMOTOXIN. 


In this experiment, the influence of feeding and the hunger 


452 Kk. Toshima: 


state of animals upon the strength of cold-hemolysis by the heated 
normal serum has been investigated. 

For this purpose, the sera were taken from three healthy 
rabbits at various intervals after feeding. And each sample of 
serum was examined as to the strength of cold-hemolysis, employing 
5% emulsion of chicken erythrocytes. 

The results are shown in table VII. 


TaBLe VII. 


Influence of hunger upon the strength of cold-hemotoxin. 


Hunger hour and days 


Number of rabbits 
th. |-Lh. | 2h] 8h | 14 | 34.) 4a | 5a 


No 31 


+ | # ] # ] He] t+ | & | | oe 
No. 43 # | t+ of we | we ] # | we] HY 
No. 98 tH | th | we | ae | + | a] oH] OK 


As will be seen in the table, the strength of cold-hemotoxin in 
the heated serum remains without any considerable change until 
late in hunger days. 


VIII. RELATIONSHIP BETWEEN THE COLD-HEMOTOXIN AND 
AND ORDINARY HEMOLYTIC AMBOCEPTOR IN SERUM. 


As has been already discussed in the introduction, it is evident 
that the agent in the heated serum causing the cold-hemolysis has 
no direct concern with the compound hemolysin or the ordinary 
hemolytic amboceptor of serum, because the hemolytic complement 
as well as at least a part of hemolysin itself are destroyed by 
heating the serum at such high temperatures as 70-100°C. 

But the possibility can not be excluded that the substance 
modified from the hemolysin by heating the serum may be endowed 
with such a property as can cause the destruction of erythrocytes 
at low temperatures. 
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The following experiments have therefore been undertaken in 
order to settle the problem whether the cold-hemotoxin has anything 
to do with the modified hemolytic amboceptor or not. 

For this purpose, the hemolytic amboceptor has first been 
eliminated from the serum of rabbits or pigs by means of the 
method of so-called ‘‘cold separation’’ (Kaltetrennungsmethode). 

To 1.0 ce. of serum cooled in salted ice water, 0.1 ec. of washed 
erythrocytes were added, and quickly centrifuged after 30 minutes. 
The clear supernatant fluid was treated again in a similar way. 

The serum thus obtained is free from the ordinary hemolytic 
amboceptor. The experiment of cold-hemolysis was made with the 
serum thus treated, employing the original unabsorbed serum as 
control. 

As indicated in table VIII, the serum perfectly freed from the 


TABLE VIII. 
Experiment with the serum freed from the ordinary 
hemolytic amboceptor. 


i \ 
Sort of Sort of Kind of Heating temp. (C Contrast 
serum erythrocyt. | experimemt 30° 90° 100° (NaCl) 
Ghicker Adsorb. ser. = + aT fa 
Contrast — + = _ 
. ser. ae + ote = 
Rabbit Horse Bdvoshs aes 
Contrast ate + =e = 
; Adsorb. ser. ste ape + = 
Pig 
Contrast te 4 + = 
os ee == <8 — 
ares Adsorb. ser 
Contrast = ate = = 
. ser. = 25 = = 
Pig Pig Adsorb. ser 
Contrast = =E — = 
Cattle Adsorb. ser. _ + _ = 
Contrast = ct = = 
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ordinary hemolytic amboceptor by absorption, can cause the cold- 
hemolysis when heated at suitable temperatures. This result proves 
the fact that the cold-hemotoxin is not a substance which has been 
produced from the ordinary hemolytic amboceptor by heating the 
serum, 


IX. THE INFLUENCE OF NEUTRAL SALTS UPON THE 
COLD-HEMOLYSIS. 


Many serological reactions are influenced by the sorts of 
neutral salts in the medium. Experiment IX has, therefore, been 
undertaken in order to know the influence of neutral salts upon 
the cold-hemolysis. 

For this purpose, the isotonic solutions of various neutral salts 
were prepared by dissolving KCl (1.2%), KNO3 (Merck) (1.52%), 
K.SO4 (Merck) (2.15%), KBr (1.7%) and CaSO, (Merck) (3.98%) 
in equa distillata according to the list of Yoshida(1928). 

The rabbit serum was diluted to 1/10 with the isotonic solu- 
tions of various neutral salts and heated for 30 minutes at 90°C. 
The chicken erythrocytes were carefully washed also with the same 
neutral salt solution. 

With these experimental materials, the experiment of cold- 
hemolysis was performed as before in the medium of neutral salt 
solutions, without employing any trace of the physiological saline 
solution. 

The results of this experiment are shown in table IX. 


TABLE IX. 
Influence of various neutral salts. 
Sorts of neutral 0 
ene % Results Contrast 
KCl 1.2 He mo 
KNOxs 1.52 tth _ 
K:SO, 2.15 — a 
KBr i betre tte a2 
CsSO, 3.98 = = 
NaCl 0.85 tit = 


ae 


A Cold-hemotoxin, newly discovered in the heated serum.—II. 455 


Among the sorts of neutral salts employed, only the sulphates 
(SOiKs, CaSO4) inhibit the occurence of cold-hemolysis, and in 
the solutions of all other salts (KCl, KNO3, KBr) the cold-hemolysis 
manifests itself to the same degree as in the medium of physiological 
saline solution. 


X. INFLUENCE OF THE ISOTONIC SOLUTION OF 
SACCHAROSE. 


Many serological reactions can not take place in a medium 
which contains no trace of neutral salt. For instance, agglutina- 
tion, hemolysis, precipitation, complement fixation, ete. can not 
occur in the isotonic solution of saccharose. 

Experiment X was therefore made to settle the problem 
whether such is also the case with the cold-hemolysis by the heated 
serum or not. The isotonic solution of saccharose is theoretically 
a 7.8% aquous solution. 

The results of this experiment are shown in table X. 


TABLE X, 


Influence of saccharose solution. 


Sorts of Sorts of Reacting Heat. temp. (C) Contrast 
serum erythrocyt. temp. (C) 95° 90° (Saecharose) 
5° — = = 
Chicken { 7 
Rabbit : ri = ei 
5° — — ~ 
Pig { 
0° — = = 
S° - = = 
Pig Pig { 0° 2 S > 
Chicken { 5 “s ey ae 
0° _ — = 
Chicken 5° eh r zs 
Pig { 0° 2 +H & 
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The cold-hemolysis is always negative in the saccharose solu- 
tion free from neutral salts. It, therefore, obeys the general rule 
of serological reactions. 


XI. THE COLD-HEMOLYSIS AND THE FRACTIONS OF 
SERUM PROTEIN. 


In order to determine, in which fractions of serum protein 
this hemolytic substance exists, I have performed the following 
experiment employing the rabbit serum. 


1. Separation by carbon dioxide. 


To 2.0 ec. of rabbit serum, 8.0 cc. of aqua distillata were added. 
And then carbon dioxide was led from Kipp’s apparatus into it 
until the precipitate no longer increased (about one half-hour). 
This precipitate consists solely of globulin. It was separated from 
the albumin portion by means of a centrifuge. As is well known, 
the globulin in the precipitate is not the whole part of serum 
globulin, but it is mainly euglobulin and the albumin portion is a 
mixture of albumin and pseudoglobulin. 

Both the globulin and the albumin fractions thus obtained 
were experimented on as before, the results being shown in table XI. 

Such experiments were repeated several times and always fol- 
lowed by the same results. It has been proved that the substance 
causing the hemolysis exists only in the albumin fraction when the 
serum protein is separated by COs method. 


2. Separation by HCl. 


To 1.0 ce. of rabbit serum 8.2 cc. of N/250 HCl was added; 
after an hour at room temperature, it was separated by means of 
centrifuge into two portions. 

The globulin fraction (i.e., the precipitate) was dissolved in 
the distilled water and then made to the isotonic solution of 10 
times the original volume of serum by adding NaCl. The clear 
supernatant fluid (i.e., the albumin fraction) was neutralized by 
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adding 0.8 ec. of 10% NaCl solution containing N/25 NaOH. The 
globulin fraction is mainly euglobulin and the albumin part is the 
mixture of albumin and pseudoglobulin. 

The results of the experiment were mostly the same as in the 
previous experiment but the degree of hemolysis was considerably 
weaker, when compared with the control. 


3. Separation by ammonium sulphate. 

To 2.0 cc. of rabbit serum, an equal volume of the saturated 
solution of ammonium sulphate was added and after a short time 
the mixture was separated by means of centrifuge into two portions, 
the Lquid portion (albumin) and the precipitate (globulin). 


TABLE XI. 


Experiments with the fractons of serum protein. 


Methods of fractioning ater Contrast 
“ye eee Ev Serum fraction Result (NaCl) 
Albumi = 
Carbonic acid { Pea, ‘ 
Globulin = = 
Al i — 
Muriatie acid { pen ss 
Globulin _ _ 
Al i -_ 
Ammonium sulphate { pum Be 
Globulin = = 
Control (heated serum) Hh _ 


Both fractions were dialized in parchment sacks for the 
elimination of salts for 24 hours in running water and then were 
isotonic by the addition of 8.5% saline solution. 

Both the globulin and the albumin portions thus obtained were 
tested for cold-hemolytic power as before. 

The results were almost the same as in the foregoing two ex- 
periments. 
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XII. INFLUENCE OF VARIOUS PHYSICAL AND CHEMICAL 
TREATMENTS UPON THE COLD-HEMOTOXIN IN 
THE NORMAL SERA. 


In this experiment, rabbit serum and chicken erythrocytes 
were always employed as materials, and the results were seen at 
0°C after 6 hours. 


A. Influence of physical treatments, 


1. Filtration. 


In order to determine whether this hemolytic substance is able 
to pass through a Chamberland’s filter or not, I have performed 
the experiment as follows; after the hemolytic serum (the serum 
diluted to 1/10 with 0.85% NaCl solution and heated for one half 
hour at 90°C) was filtrated by Chamberland’s filter Ly, Lz and Ls, 
these filtrates were examined as to their hemolytic powers as before. 

As table 12 shows, the cold-hemolytic agents can not pass through 
any of Chamberland’s filters. 


2. Resistance to sunlight. 


The cold-hemolytiec serum of rabbit was placed in colourless 
test tubes and exposed to the direct sunlight for three days. The 
decrease in the amount of serum due to evaporation was corrected 
by adding distilled water up to the original volume. 

The experiment when carried out in this way, showed a marked 
decrease in the cold-hemolytic power of serum by exposure to the 
sunlight, while on the other hand, no appreciable influence of 
sunlight could be observed when the unheated fresh serum had 
been exposed to the sunlight, and when the sun heated serum was 
heated afterwards. 


3. Resistance to ultra-violet rays. 


After the cold-hemolytic serum of rabbit placed in the Petri 
dish had been exposed to ultra-violet rays for one or one half hour 
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at a distance of 36 em, its cold-hemolytic power was examined. 

It was found that the cold-hemolytic power of serum is lessened 
a little when experimented on in this way, while the cold-hemolytie 
power remains unchanged if the same treatment is applied to the 
unheated serum. 


4. Resistance to shaking. 


After the cold-hemolytie serum of rabbit had been. shaken for 
two hours in an electric shaking apparatus which makes 180 excur- 
sions per minutes, its cold-hemolytic action was examined. 

Neither the cold-hemolytic serum (heated serum) nor the 
unheated serum underwent any appreciable change in cold- 
hemolytic power. 


5. Resistance to drying. 


The cold-hemolytic serum of rabbit was dried in a Faust- 
Heim’s drying apparatus. The dry residue was then dissolved in 
the original volume of physiological salt soluticn and the hemolytic 
power of the fluid was examined. 

Jt was found that the cold-hemolytic power remarkably 
diminishes when the heated serum is dried, whereas the dried 
unheated serum can manifest a strong cold-hemolytic power when 
dissolved in NaCl solution and suitably heated. 


B. Influence of chemical treatments. 


1. Effect of acid. 


The unheated fresh normal serum of rabbit was mixed with an 
equal amount of N/10 hydrochloric acid and left at room tempera- 
ture (about 20°C) for twenty hours. It was then neutralized by 
adding an equal amount of N/10 solution of caustic soda, and 
made isotonic by adding 8.5% NaCl solution. 

The serum treated in this way showed no alteration in its 
property of producing cold-hemotoxin when heated suitably. 
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2. Effect of alkals. 


The cold-hemolytic serum was mixed with an equal volume of 
N/10 solution of caustic soda and left at room temperature for 
twenty hours. 

Immediately before the examination, it was neutralized with 
N/10 hydrochloric acid, and made isotonic by the addition of 8.5% 
soline solution. 

Such a chemical treatment was also found to cause a slight 
decrease in the cold-hemolytic power of serum. 


3. Effect of ether. 


After the hemolytic serum was mixed with five volumes of ether, 
and left at room temperature for twenty hours, the ether was com- 


TABLE XII. 
Influence of physical and chemical treatment upon the hemolytic substance. 
: Contrast 
Kinds of treatment 1 Result (Before 
serum 
treatment) 
Filtration by Chamberland’s filters H.S — ++ 
Als) a6 
Exposure to sunlight ic tit 
N.S +t 
E to ultra-viol oo z ii Ht 
xposure to ultra-violet rays N.S 4 
18 eas tt 
j \ Ht 
Shaking i S rm 
Hos + 
" tt 
Drying & s tt 
Treatment with ClH N.S tit Ht 
Treatment with NaOH N.S +t Ht 
Treatment with eth ioe e x 
reatment with ether 
: N.S Ht ss 
Treatment with chlorof [exe 
reatment with ¢ 
oroform NS ve 4H 


H.S.—Heated serum N.S—Native serum 
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pletely removed by evaporation and the residue was restored to the 
original volume with the physiological saline solution. 

The power of cold-hemolysis in the heated serum thus treated 
was found to have been remarkably decreased. But, on the con- 
trary, in the experiment with the unheated serum treated in a 
similar way there was almost no change in its hemolytic property. 


4. Effect of chloroform. 

The same treatment with chloroform gave quite the same result 
as in the case of ether. 

From the foregoing experiments, it is obvious that this 
hemolytic substance is pretty resistant against various physical and 
chemical treatments when the serum is treated in its fresh state, 
whereas the resistance is remarkably weakened when the serum is 
heated. 


XIII. CoLp-HEMOTOXIN IN LONG STORED SERUM. 


The results of the above mentioned experiments have all been 
obtained with the fresh sera of various animals. I have investi- 
gated in the following experiments the influence of long storing the 
serum upon the cold-hemolytic power of heated serum. 

Four kinds of serum samples; that is, native unheated serum, 
untreated serum containing 0.5% carbolie acid, heated serum 
(90°C) and heated serum containing 0.5% carbolic acid were 
prepared. They were stored in the ice-box for a long time, and 
then the experiment of cold-hemolysis was carried out with these 
stored sera. 

The results are shown in table XIII. 

As will be seen in the table, the cold-hemolytic substance very 
quickly disappears in the heated serum when no antisepticum is 
added. In such a sample of serum, the cold-hemolysis did not 
occur 10 days after the preparation of sample. On the contrary, 
the ability of producing the cold-hemolytic substance on heating 
has been preserved for a pretty long time in the native unheated 
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TABLE XIII. 


Experiment of cold-hemolysis with long stored sera. 


Addition of Days of storing 


Kind of serum ‘ d 
earbolic acid 


10 20 30 40 50 60 


= ll tt Ht = — — 
Unheated serum { Li 

+ ae ae ee a A a 
Heated serum { ov ry ¥: oy 7 bx , 

ae ttt tH Hh tH chi ++ 
Contrast (fresh heated serum) ttt tHe He | He tHe Ht 


serum even if no antisepticum was added. 

In such a sample of serum, the cold-hemolysis took place even 
after 30 days of storing. Such results may be due ‘to the antiseptic 
property of the fresh serum itself. 

When antisepticum is added, the cold-hemolytie substance is 
preserved in both serum samples (that is, heated and unheated sera) 
for a very long period of time. 


CONCLUSIONS. 


1. The cold, non-complementary hemolysis which is caused 
by the heated normal serum is the strongest in rabbit serum. It is 
weaker in the chicken- and pig serum, and the .weakest in the 
serum of man, goose, cattle, ete.. 

2. The degree of cold-hemolysis differs considerably with the 
sorts and the quantity of erythrocytes added even in one and the 
same serum. . 

3. The normal sera, heated at 90°C, manifest the strongest 
cold-hemolysis, and the sera heated at temperatures departing from 
this limit react gradually more weakly. 

4. The cold-hemolysis by the heated normal sera occurs only 
at temperatures below 5°C. For the largest part of sera hemolyses 
only at 0°C. 
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5. The length of heating time has little influence upon the 
strength of cold-hemolysis by the heated normal sera. 

6. The cold-hemolysis by the heated normal sera of rabbit 
begins to appear already twenty minutes after mixing the ery- 
throcytes with sera, and becomes gradually stronger with the lapse 
of time until it reaches its highest degree within about 5 hours. 

7. The strength of cold-hemolytic power of heated normal 
serum varies greatly with individual animals. 

8. The ordinary hemolytic amboceptor of serum has nothing 
to do with the cold-hemolysis. The latter occurs even in the serum 
entirely freed from hemolytic amboceptor. 

9. This hemolysis appears also in the isotonic soutions of 
various neutral salts such as KCl, KNO3, and KBr but not in the 
solutions of sulphates. 

10. In the isotonic saccharose solution, the cold-hemolysis can 
not manifest itself. 

11. The substance causing cold-hemolysis exists in the albumin 
fraction of serum and not in the globulin. 

12. This hemolytic substance does not go through Chamber- 
land’s filters. 

13. When the serum is exposed to the direct sunlight for 
three days, the power of cold-hemolysis is markedly weakened in 
the heated serum, while it is well preserved if the serum is not 
previously heated. 

14. Such is also the case when the serum is exposed to the 
ultra-violet rays for 30 minutes or one hour at a distance of 36 em. 

15. Shaking the serum for 2 hours does not influence the cold- 
hemolytic power of serum. 

16. When the heated serum is dried up, its power of causing 
cold-hemolysis is greatly affected, whereas no such influence of dry- 
ing is observed when the serum is dried without being previously 
heated. 

17. Treating the serum with N/10 HCl or with N/10 NaOH 
does not cause any appreciable change in the power of cold- 
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hemolysis. 


18. When the heated serum is treated with ether or chloro- 
form for 2 hours, its power of causing cold-hemolysis is distinctly 
diminished. 

I wish to express my indebtedness to Professor K. Yamakami 
for his kind direction and encouragement during my experiments. 
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UBER DEN EINFLUSS DER GALLENSAURE AUF 
DEN CALCIUMSTOFFWECHSEL. (IV). 


Calciumausscheidung im Kot bei Zufuhr von Cholsaure. 


Von 


KANZI FUZIWARA. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut Okayama. 
Vorstand: Prof. Dr. 1. Shimizu). 


(Hingegangen am 2. Marz 1931) 


Bekanntlich geschieht die Ausscheidung des Calciums in der 
Hauptsache durch den Darm. Nach Zucker (1921) lasst die Art 
der Ernahrung die Kalksalze mehr im Kot oder mehr im Harn zur 
Ausscheidung gelangen. Besonders hervorzuheben ist, dass bei 
jeder Storung der Fettresorption der Gehalt des Kotes an Kalk 
vermehrt wird, da ein grosser Teil des gespaltenen Fettes in Gestalt 
von Kalkseifen zur Ausscheidung gelanet. Umgekehrt wird wohl 
bei giinstiger Fettresorption der Gehalt des Kotes an Kalk ver- 
mindert. 

Es ist shon bekannt, dass die Fettresorption des Darmes nach 
dem Wielandschen Choleinsaureprinzip (1916) vor sich geht, wie 
Brugsch und Frankel (1923) mit ihren Experimenten bewiesen 
haben. 

Seit Schiff und Stadelmann ist bekannt, dass die Gallen- 
sdure die Gallen-und Gallensdureausscheidung fordert. Wenn sich 
die Gallensaéure in der Galle vermehrt, so muss die Resorption des 
Fettes im Darm in einem gewissen Grade begiinstigt werden. Die 
Folge davon ist eine Herabsetzung der Kalkausscheidung im Kot, 
obwohl die vermehrte Gallenséiure im Darm den Gehalt des Calciums 
in der Galle steigern kann, wie Kawada (1931) in seinem Versuch 
bewiesen hat, der zeigt, dass die Zufuhr von Gallensaure beim 
Hunde die Kalkausscheidung in der Galle vermehrt. 
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In hiesigem Institut hat Sekitoo (1929, 1930) gefunden, dass 
sich das Calcium in Harn und Blut durch die Zufuhr von Gallen- 
saure vermehrt, und dass die Gallenséure mit dem Calciumstoff- 
wechsel in innigem Zusammenhang steht. 

In oben erwahntem Sinne habe ich die Kalkausscheidung im 
Kot bei Zufuhr von Gallenséure untersucht, um einen genaueren 
Einblick in das Wesen der Hypercaleéimie und der vermehrten 
Kalkausscheidung im Harn bei Zufuhr von Gallenséiure zu bekom- 
men. Durch die Untersuchung von Okamura (1929) wurde klar- 
gestellt, dass die Gallenséureausscheidung in der Galle sowohl dureh 
subeutane als auch durch perorale Zufuhr von Gallenséure 
gesteigert wird. 

Daher habe ich die Kalkausscheidung im Kot des Hundes bei 
subeutaner Zufuhr von Gallensiure beobachtet. 


EXPERIMENTELLER TIL. 


Methodtk. 


Zum Versuch wurden gut genahrte gesunde Hunde verwendet, 
die immer geformten Kot entleerten. Vor dem Versuch wurden sie 
wenigstens 2-3 Wochen lang mit folgender bestimmter Nahrung 
gefiittert : 

Die tagliche Nahrung bestand aus Reis: 300 2, getrockneten 
Fischchen: 702g, Gemiise: 30g, Shoyu (aus Sojabonen): 20 ecem 
und Wasser: 1000 cem (Versuch 1-4), im anderen Fall (Versuch 
5-7) aus Reis: 200g, Fleish: 50g, Gemiise: 20g Shoyu. 20 eem 
und Wasser: 1000 ccm. 

Der Versuch wurde erst begonnen, als das Korpergewicht der 
Hunde konstant geworden war. Die Abgrenzung des Kotes geschah 
mit Karmin, und zwar in der Weise, dass am Vortage 0.3-0.5 ¢ 
Karmin mit der Nahrung gefiittert wurde. Die Schlussbegrenzung 
geschah in der gleichen Weise. 

Der Versuch wurde in drei Perioden: Vor- Nach- und Versuchs- 
periode, geteilt; bei der Versuchsperiode wurden den Hunden 2.0- 
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2.5 ecm eimer 1%igen Natriumcholatlosung pro ke Korpergewicht 
subeutan verabreicht, und der Calciumgehalt im Kot der 3 Perioden 
miteinander verglichen. 

Die taghichen Faeces pro Periode wurden gewogen, mit 30 cem 
Wasser in einer Reibeschale gut geriihrt, bis das Ganze breiartig 
gleichmassig verteilt war, und dann wieder gewogen. 1¢ davon 
wurde im Tiegel im Trockenschrank bei 120°C 2 Stunden lang 
getrocknet und dann im elektrischen Ofen vorsichtig verascht. 

Das Calcium der Asche wurde nach der modifizierten Methode 
von De Waard (1919, 1924) als Oxalat ausgefallt ; die ausgefallten 
Oxalate wurden mit Kalumpermanganat titrimetrisch bestimmt. 
Nachdem der tagliche Calciumgehalt der Faeces in der Vorperiode 
ungefahr konstant geworden, und wahrend 2 Tagen Natriumcholat- 
l6sung subeutan injiziert worden war, um den Einfluss derselben 
auf den Gehalt des Calciums im Kot zu priifen, folgten nun zum 
abermaligen Vergleich 3-4 Tage ohne Darreichung von Natrium- 
cholat. Die Resultate sind in den folgenden Tabellen zusammen- 
gestellt. 


ERGEBNISSE. 


Aus den Versuchen 1-7 ergibt sich, dass der Calciumgehalt 
der Faeces durch Zufuhr von Cholsdiure im Vergleich zu dem der 
Vor- und Nachperiode sowohl der absoluten Menge nach als auch 
prozentual deutlich herabgesetzt wird. Nachdem der durchschnitt- 
liche tigliche Wert des Calciumgehaltes im Kot pro Periode 
berechnet worden war, habe ich diese Werte miteinander verglichen. 
Aus den Versuchen 1-4 und 5-7 sieht man, dass der durchschnitt- 
liche tagliche Caleiumgehalt der vorperiodischen Faeces 2.03 g bei 
Fischzusatz zu der Nahrung, 0.216 g bei Fleischzusatz, und der der 
nachperiodischen 1.846 ¢ bei Fischzusatz, 0.185 g bei Fleischzusatz 
betraet, wahrend der der versuchsperiodischen Faeces 1.592 ¢ bei 
Fischzusatz, 0.159 g bei Fleischzusatz zeigt. 

Durch Zufuhr von Cholséiure wird also der Calciumgehalt der 
Faeces, verglichen mit dem der Vorperiode um 21.58-26.39% und 
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Versuch 1. 
Ca 
Korper- Faeces . fs 
Datum | gewicht ( ) Bemerkung 
(kg) s dureh- durch- 
schnitt- sehnitt- 
lich. lich. 
Wert Wert 
(1930) 
8/Mai 13.500 85 2.2770 2.67 
: 2 2.5620 i 
9 13.360 9 6 2.0687 2.78 2.51 
10 13.400 (ip) 1b300) 2.04 
11 13.390 75 1.9005 2.54 
<2 com 
Na-cholat- 
9 9 5 
12 13.500 83 1.2882 1.4749 alsa ts) 1.65 ls 
13 13.350 94 1.6616 1.76 ee 
14 13.520 62 1.4628 2.35 
15 13.370 57 1.1049 1.7913 1.93 9.59 
16 13.500 64 2.2037 3.44 
nWé 10.510 101 2.3938 2.37 
Versuch 2. 
14/Juni 12.100 52 1.9008 3.65 
1 5 2 5 . 
5 12.200 6 1.8630 2.0399 3.00 3.49 
16 12.000 64 2.2347 3.49 
ily 12.120 61 2.1612 3.54 
2 eem 
Na-cholat- 
5322 : Os. 
18 12.050 64 1.53) 1.5506 2.39 9.09 6s 
19 12.000 95 1.5690 1.65 a 
20 12.100 67 1.5859 2.36 
21 12.120 59 1.4907 1.5644 2.52 2.64 
22 12.300 76 1.6012 2.10 
23 12.230 55 1.5797 2.87 
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Versuch 3. 
20/Sep. 12.200 66 | 1.3398 2.03 
21 12.380 82 | 1.5088 1.84 
22 12.195 gi | 1sse7 | 2357) 167 ay 
23 12.260 76 | 1.2464 1.64 aces 
24 12.080 BSR LONG ceil gh BEL) ace eee 
25 12.120 O67 attsed al pe | 1.19 : ar ve 
26 12.200 94 | 1.5228 1.62 
27 12.230 78 | 1.3416 1.72 
1.462 1.82 
28 12.210 70 | 1.2370 628} 181 
29 12.220 80 | 1.7200 2.15 
Versuch 4. 
24/Oct. 14.600 107 | 2.7841 2.62 
25 14.470 102 | 2.4708 2.42 
‘ 2.48 
26 14.500 112 | 7559; -°"" | “2.46 
27 14.560 103 | 2.5891 2.44 Pe seen 
28 14.490 | 108 | 2.0424) >) | 189 | a1 ber eaviase! 
29 14.550 102 | 2.4882 | ~ 2.43 ee a at 
30 14.610 142 | 2.6748 1.88 
31 14.600 96 | 2.4576 2.56 
2.5659 2.33 
1/Nov. | 14.500 100 | 2.6270 2.62 
2 14.620 1i0 | 2.5044 2.27 
Versuch 5. 
10/Nov. | 13.800 110 | 0.2310 0.21 
11 14.000 88 | 0.2904 0.33 
2 0.27 
12 14.100 93 | o27s4 | 97°78 | 29 
13 14.000 g9 | 0.2314 0.26 omean 
Na-cholat- 
14 14.170 85 | 0.1530 | 9 inex | 0.18 019 (elds: 
15 14.200 82 | 0.1640 | ~ 0.20 ; »  » 
16 14.150 84 | 0.2324 0.28 
ig 14.120 87 | 0.2436 | 0.2195] 0.28 0.26 
18 14.160 83 | 0.1826 0.22 
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Versuch 6. 
21/Dez. 10.700 80 | 0.1728 0.21 
22 10.640 77 | 0.1800 0.23 
i 22 
23 10.710 74 | 0.1615 et 0.22 ie 
24 10.650 99 | 0.2300 0.23 
VE ecm 
Na-cholat- 
25 10.590 77 | 0.1588 pee 0.20 0.20 . «16s: 
26 10.700 81 | 0.1592 | ~ 0.19 : oh 
27 10.600 76 | 0.1711 0.22 
28 10.720 82 | 0.1659 0.22 
89 10.680 55 | ogo2 | 14) og5 | 228 
30 10.700 95 | 0.2002 0.21 
Versuch 7. 
(1931) 
2/Jan. 10.690 74 0.1606 0.21 
3 10.720 90 | 0.2452 i 0.27 
4 10.660 g2 | 0.2262 | 92086) go5 | 0.25 
5 10.690 72 | 0.1824 0.25 
oe es 
6 10.600 #2] 05.000 | th OBL ne oon 
7 10.710 84 | 0.1532 : 0.17 : A aes 
8 10.700 65 | 0.1448 0.22 
9 10.580 58 | 0.1242 0.21 
9 
10 10.630 99 0.2294 ate 0.23 a 
11 10.720 66 | 0.1732 0.26 


vereglichen mit dem der Nachperiode um 13.54-14.0% vermindert. 
Der durchschnittliche Caleiumgehalt der vorperiodischen Faeces bei 
Fischzusatz betréiget 2.55% und bei Fleischzusatz 0.25%, wahrend 
der der nachperiodischen bei ersterem 2.28% und bei letzterem 
0.24% zeigt. Der durchschnittliche prozentuale Calciumgehalt bei 
Zufuhr von Cholsaure betragt bei Fischzusatz 1.76% und bei 
Fleischzusatz 0.19%. 

Daher wird der prozentuale Calciumgehalt der Faeces bei Zufuhr 
von Cholsdure sowohl bei Fischzusatz als auch bei Fleischzusatz 


Gallensdiuren und Calciumstoffwechsel.—lV. 471 


herabgesetzt, und zwar bei ersterem um 0.52-0.79% und bei letz- 
terem um 0.05-0.06%. 

Aus diesem Ergebnisse ist zu schliessen, dass der Calciumgehalt 
der Faeces von der Art der Nahrung abhangig ist und durch Zufuhr 
von Cholsaure sowohl bei Fischzusatz als auch bei Fleischzusatz 
herabgesetzt wird. Dieser verminderte Calciumgehalt der Faeces 
bei Zufuhr von Cholséiure beruht, wie mir scheint, auf der ver- 
minderten Kalkausscheidung im Darm. 

Also kann man den Schluss ziehen, dass die Zufuhr von Chol- 
saure das Calcium mehr im Harn und in der Galle, aber weniger 
im Kot zur Ausscheidung gelangen lasst. In der Tat haben 
Sekitoo(l.c.) und Kawada (1. c¢.) bewiesen, dass die Zufuhr von 
Cholsaure eine Hypercaleaemie beim Kaninchen herbeifiihrt und 
die Kalkausscheidung im Harn und in der Galle vermehrt. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Die Kalkausscheidung im Kot ist von der Art der Nahrung 
abhangig. 

2. Die Kalkausscheidung im Kot wird durch die Zufuhr von 
Cholsaéure sowohl der absoluten Menge nach als auch prozentual 
herabgesetzt. 

Aus den Daten geht hervor, dass die Zufuhr von Cholsaure das 
Calcium mehr im Harn und in der Galle, aber weniger im Kot zur 
Ausscheidung gelangen lasst. 
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BIOCHEMICAL INVESTIGATION OF MOSAIC IN 
SOLANUM TUBEROSUM. 
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R. C. MALHOTRA. . 


(Department of Biology, St. Mary’s College, St. Marys, Kansas, U.S.A.) 


(Received for publication, March 15, 1931) 


INTRODUCTION. 


Among all the phytopathological diseases, which are being 
studied at present, mosaic has invited the most attention. Reports 
from current literature include newer plants in this respect. In 
spite of such economic importance of mosaic diseases and their 
intensive study, our knowledge of their cause is far from complete. 
They possess two distinct characteristics, however; namely, (1) 
mottling of the plant, due to alternating patches or spots of light, 
ereen or yellow and dark green color, and (2) the highly infectious 
character of the saps of the diseased plants, even after filteration 
through mentles that exclude all bacteria. Both of these peculiari- 
ties have been summarized by Heald (1926). 

Mosaic seems to be of decided interest to biochemists, because 
no definite cause has been assigned to it. There are numerous 
theories in the phytopathological literature assigned to the causal 
agent of this disease, namely, enzymatic theory, virus theory, 
bacterial theory, protozoan theory and others. Of them all, a little 
experimental work has been done with the first one, namely the 
enzymatic theory. It seems reasonable to assume that before any 
attempt may be made in this direction, it pays to undertake 
thorough biochemical studies, which might indicate the nutritional 
metabolism of the host. Since mosaic plants respond to environ- 
mental conditions, physically and chemically, as brought out by 
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the researches of Mulvania (1926), it also seems reasonable to 
study the biochemical factors. This author for the most part has 
confined himself to the physical phase of the disease. 

Since Wood’s (1899) first proposal of mosaic being due to the 
presence of excessive oxidizing enzymes, many investigators such 
as Allard (1916), Freiberg (1917) and Mulvania (1926) have 
supported this viewpoint. Andriewsky(1914), Mrowka (1912) 
working on chicken pest independently and using different methods, 
came to the conclusion that the virus isa globin. As similar sugges- 
tion has been made by Sangiorgi (1914). Mulvania (1926) 
thinks that, virus of tobacco mosaic may be a non-living thing, 
possibly a very simple colloid of a proteinaceous nature and having 
enzymatic characteristics. 

If Mulvania’s view be granted as valid as well as the conclu- 
sions from many experiments, that virus is multiplied, how can 
both be possible in case the mosaic is non-living? One would have 
to assume mosaic to be a result of the metabolic activities of the host 
itself under abnormal environmental influence (virus), prduced by 
other plants similarly effected. In auto-catalysis, there are many 
examples of that nature as recorded by Haas and Hill (1929). It 
is a common record in botanical laboratories, that enzymes break 
down the reserve materials lke starch, as it takes place in the grain 
endosperm during germination, which perhaps is also auto-catalysis. 
The parallel multiplication ratio of the bacteriophage and the bac- 
teria, which it lyses during the lytic phenomenon, supported by 
other evidence, is being regarded as an auto-catalysis by an in- 
creasing number of investigators. Certain manifestations, such 
as incubation period ,modification of the virus in different hosts, 
the correlation between the progress of the disease and cell division 
of the meristem tissue and the fact that the plant neither recovers 
nor is killed by the diseases, supports this assumption. This and 
the second hypothesis, namely, the difference between the living 
and the non-living has been fully discussed by Mulvina in sup- 
porting the enzymatic theory. 
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. From these few but rather convincing evidences, it seems to 
the writer, that this field of mosaic diseases, command a promising 
future and may therefore be thoroughly investigated. However, 
before undertaking any such attempt, it was proposed to study a 
biochemical analysis of mosaic and healthy plant. The data derived 
therefrom may be helpful in the elucidation of some factors to be 
presented in later articles of this series. 


Review oF LITERATURE. 


In biochemical and phytopathological publications, there does 
not appear to be any report of complete chemical analysis of 
mosaic potato plants, although a number of investigators have col- 
lected data on some chemical aspects of mosaic plants other than 
potato. Yet potato probably is one of the most important of the 
domesticated crops. 

Jodi, Edward and True (1918), and Jodi, Moulton and 
Markley (1920), studied the nitrogen metabolism in normal and 
mosaic spinach. They did not seem to find any noteworthy decrease 
in total nitrogen in spinach mosaic. 

True and Hawkins (1918) investigated carbohydrate pro- 
duction in healthy and blighted spinach. Campbell (1925) also 
determined carbohydrate fraction in potato leaf roll. They found 
decrease in these chemicai constituents instead. However, Woods 
(1899, 1902) states, that the mosaic disease of tomato and tobacco 
is characterized by an accumulation of starch in the leaves. From 
these findings he has proposed a theory that an abnormally high 
starch increase may be a characteristic of mosaic diseases in general. 
Tollenaar (1925) also seems to agree with this. Thus it is. 
evident that True and Hawkins and Campbell’s findings do 
not support the theory proposed by Woods (1899). Recently 
Allyn (1926), Brewer, Kendrick and Gardner (1926), have 
also presented some data, which seem to indicate, that Woods 
theory may not be as sound as it was first assumed to be. 
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There are some workers who analyzed sugars in various mosaic 
crops. For instance, Asuncion (1925) worked with sugar sane 
in the Philippines and found 24 per cent less sugar in the diseased 
plants. On the other hand, Lopez (1919) studying the same crop 
in Porto Rico, found very little effect of mosaic on the sugar content 
of cane juice. Loew(1900) states, that in the case of tobacco, there 
is much less albumin in the mosaic leaves when compared with the 
non-mosaic leaves. 

Brewer, Kendrick and Gardner (1926) investigated the 
effect of mosaic on carbohydrate and nitrogen content of tomato 
plant under various conditions and with different types of mosaics. 
In nearly all cases of their study, the mosaic plants were charac- 
terized by a reduction of total weights, and, under all conditions, 
by a reduction in total carbohydrate content as shown by chemical 
analysis. They found the reduction mainly in polysaccharides. 
They did not find any reduction in the nitrogen content. 

From the review of literature, it seems safe to infer, that at 
present, workers engaged in the biochemical phase of the mosaic 
diseases, do not agree in their conclusions. The problem is made 
more difficult, because the synthesis of sugars depends directly on 
photosynthesis, in which the réle of chlorophyll is of tremendous 
importance. It has been shown by a number of workers, that con- 
densation of sugars gives rise to polysaccharides (starch, hemi- 
celluloses, pentosans, cellulose). Several authors, such as Mintz 
(1886), Leclere du Sublon (1895, 1896), Gerber (1897), 
Ivanow (1912) and others have shown that in many seeds, ac- 
cumulation of oil is accompanied by a corresponding decrease in 
carbohydrates. This indicates that not only oils but also proteins 
may also be derived from carbohydrates as mentioned by Mathews 
(1930). Any disturbance to chlorophyll may eventually effect the 
amount or character of these chemical constituents either in part 
or in whole. Thus one would have to look primarily upon chloro- 
phyll as it is effected by mosaic. There are many workers whose 
findings are rather painstaking in this respect. 
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Dickson (1925) has shown that there is a decrease in and a 
degradation of the chloroplasts in the chlorotic areas accompanied 
by a decrease in carbohydrates. His work, however, is mostly 
qualitative in nature. Elmer (1925) has indicated quantitatively, 
that tomato mosaic greatly altered the composition of the chloro- 
phyll. Miss Eekerson (1926) and Miss Sorokin (1926) have 
demonstrated cytologically, that there may be a disintegration of 
the chloroplasts in tomato plants. The latter author also seems to 
point out the susceptibility of the mosaie leaf chloroplasts to certain 
chemicals, further indicating a constitutional difference in the two 
types of chlorophyll. 

Recently Cook (1930), working with sugar cane, tobacco, 
tomato and cowpeas, showed that chlorotic areas, caused by mosaic, 
are thinner, polisade undeveloped and the mesophyll is reduced. 
He also stated that, chloroplasts are reduced both in size and num- 
ber in the young leaves. He thinks that chlorophyll disturbance is 
due to inhibition and not due to disintegration, as is stated by the 
above mentioned authors. 

Some interesting cytological and bacteriological investigations 
have been made by Nelson (1930) with reference to common bean 
mosaic and rugase mosaic on refugee. He used freehand, unstained 
sections from petioles. He seems to have observed minute 
organisms in chloroplasts and in the cytoplasm of phloem, xylem 
and parenchyma tissues of diseased plants. According to his in- 
vestigation, invaded chloroplasts first appear as a small vacuolized 
area containing the organism. The chloroplasts are eventually 
destroyed and the organism is found in abundance in the plastid 
tissues. 

All these authors seem to point out various disturbances of the 
chloroplasts by different methods of attack as employed by them. 
Since chloroplasts is an apparatus involved in the synthesis of 
carbohydrates, it is not surprising that a reduced carbohydrate 
content was found by many authors in a great many varieties of 
plants suffering from mosaic. Some authors have reported a 
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decrease in polysaccharides only. This seems reasonable since they 
are condensation products of sugars, which are first manufactured 
during photosynthesis. If the sugars are not produced in excess 
of the plant requirements, it is not difficult to see that only poly- 
saccharides may be decreased, effecting very little, if any, the 
quantity of sugar present. 


EXPERIMENTAL. 


Healthy Burbank potato tubers were cut and planted in the 
greenhouse of Saint Mary’s college, St. Mary’s Kansas. The pots 
containing these plants were divided into two lots and allowed to 
grow for 5 weeks. Lot I was kept in conditions free from mosaic; 
while lot II was later infected with a juice extracted from a typical 
true tomato mosaic plant. It is very essential that such a mosaie¢ 
be classified more specifically, smee Johnson (1926) clearly brings 
out by transmission experiments and symptomatology in the potato 
virus group that a dozen or more apparently distinct viruses exist. 
However, this field remains unexplored as yet, although a strong 
headway has been made already. 

Two dozen plants, half of which were infected with mosaic 
for 10 days and the other half apparently free from any visible 
disease, were selected, cut just above the soil and weighed. They 
were dried first for 1 hour at 80°C to kill all the enzymes present 
in order to decrease chemical activities to a minimum, then dried 
at 60°C till a constant weight was obtained. From the figures, the 
percentage of moisture content, as well as the total fresh and dry 
weight of the plants, was arrived at. 

The choice of one and a half month’s old potato plants instead 
of more matured ones, as used by the author, was justified, for 
two main reasons. First, because the plants are very young at this 
stage of growth; thus the reserve organic material manufactured 
by the leaves does not store in the underground portion of the plant 
or very little if at all. Second, because the photosynthetic power 
of an older and matured leaf, decreases. The writer’s (1931) work 
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seems to bring out this fact very strongly while working with 4 
different species of cultivated garden plants. If there be any 
merit in this work, it seems reasonable to assume that any increase 
or decrease of sugars or other carbohydrates assigned to mosaic 
leaves may be due to the disease or may be due to the age of the 
leaves. It is very important to consider relative time factors in 
problems of this sort, where two similar factors are involved. 

The dried plants were cut into small pieces, ground in Wiley 
mill and so pulverized in ball mill, that the powder could pass 
through a screen of 60 meshes per inch. Such a fine powder was 
shown to be essential for the quantitative determination of many 
plant materials. For detail refer to Malhotra’s (1930) original 
paper in this connection. One plant did not yield enough material 
for complete chemical analysis, so two plants were employed, thus 
making 6 complete duplicate analyses of healthy as well as of mosaic 
plants. This number was assumed to be sufficient for the present 
study. 

First the powders were extracted with petrolic ether by means 
of Soxlet’s extracting apparatus. This fraction yielded ether 
soluble content such as pigments (chlorophyll), oils, waxes and 
fats. The use of petrolic ether was preferred over any other 
reagent for this determination because it does not dissolve the 
oxidized acids and theobromine, hence should be used for strictly 
accurate results. This has been recommended by Lewkowitsch 
(1921). 

The residue, left after ether soluble fraction, was extracted with 
50 pereent ethyl alcohol for 24 hours. The alcohol soluble sugars 
so obtained were determined by picric acid colorimetric method 
developed by Walter and Dutcher (1924). The aliquots had 
first been clerified by mercuric nitrate and sodium carbonate. All 
non-reducing sugars were inverted by the official hydrochloric acid 
method (1925). The residue was boiled, made into a thin paste 
and 5 ee. saliva was added to each sample. The flasks were put into 
an incubator, which was maintained at 25°C for 24 hours. This 
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period was long enough for starch hydrolysis as shown by iodine 
test. The sugars after digestion were removed by filteration, 
inverted as before and determined by Walter’s (1924) picric acid 
method. Use of saliva appears to yield better results as experienced 
by many workers, particularly Gardner (1929). 

After the removal of starch, hemicelluloses were determined 
by boiling the residue with 2.5 per cent hydrochloric acid for 4 
hours according to the official method (1925). Since Clements 
(1929) and others have shown the need of a uniform procedure 
of heat, Malhotra’s (1931) suggestions were followed. Cellulose 
and other materials were calculated by difference. 

Total nitrogen was determined by the Arnold-Gunning’s 
modification of Kjeldahl! method as outlined by Mathews(1930). 
Ash was estimated by completely burning the powder in the electric 
muffle. 

Heat energy of the powders was determined in calories by the 
Burgess Parr oxygen bomb ealorimeter. A briquette of the 
powder (about 0.5 gm) was made in a small press and placed in 
the small combustion crucible inside the bomb. The electrodes of 
the bomb cap were connected with special fuse wire having a 
calorific value of 1,150 calories per gram. The wire was weighed 
before and after combustion, the difference being computed in 
calories, which sum was later subtracted from the, total calorific 
value of the sample. 

The bomb was sealed tight and oxygen was allowed to enter at 
a pressure of 25 atmospheres. It was afterwards placed in the 
bucket of the calorimeter containing 2 liters of water, and the 
bomb electrodes were connected with the electric currents, which 
ignited the sample. The stirrer was run at 150 R.P.M. Before 
ignition of the sample, 5 readings were taken, allowing sufficient 
time for the water to establish temperature equilibrium. After 
ignition, ten more readings, each a minute apart were taken. The 
measurement of the maximum rise of temperature is very essential 
in this respect, as was pointed out previously by Malhotra (1931) 
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in ‘‘Protoplasma’’. Beckman’s thermometer (20th of a degree 
scale) was used. The difference in centigrade degrees multiplied 
by 2,000 (volume of water used) yielded total calories of heat 
produced by the sample. 

The bomb was thoroughly washed and HNO3 formed was 
literated to determine the extra amount of energy developed by 
the nitrogen present when burned in pure oxygen rather than 
under ordinary conditions. It has been proven that of every ec. of 
sodium carbonate solution (3.652 gm to a liter) one caloric should 
be deducted from the total value. For every gram of the fuse wire 
burned, 1150 calories were also deducted. After making all these 
corrections, the total calories were divided by the weight of the 
sample and calculations were made as calories per gram of the 
sample. Throughout the course of this study, Poole (1918) was 
consulted. The data of this and other analyses were presented 
according to Fisher’s (1930) statistical methods. 


DiIscUSSION OF RESULTS. 


The experimental data obtained from this study, have been 
presented in the table. It appears from the figures presented in 
column II, that in every case healthy plants were heavier than the 
diseased plants. It was not only true for fresh weight but also for 
dry weights (column III) although the moisture content was some- 
what more in healthy plants. Since the dry weight of an organism, 
especially of plants is a better measure of growth as demonstrated 
by Malhotra (1930), it is reasonable to infer that on the whole, 
healthy potato plants made better growth than the diseased ones. 

Column IV shows the percentage of dry matter. These figures 
are higher in favor of mosaic plants both individually as well as 
collectively. This seems reasonable, because the percentage of mois- 
ture is higher in healthy plants, although both net dry and fresh 
weights of healthy plants are also greater. Such behavior as has been 
shown by mosaic plants seems to be in accordance with the known 
facts. If the percentage of dry matter in mosaic plant is com- 
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paratively higher, the water content is lower. Since the normal 
activity of a plant cell depends on a sufficient amount of water, 
either maintaining turgidity or by bringing about various chemical 
reactions such as hydrolysis, the lower percentage of water or 
higher percentage of dry matter present in host, may in part, 
account for less growth made by the diseased plants. Importance 
of water, osmotic pressure and turgidity for the normal functions 
of cells has recently been discussed by Scarth and Lloyd (1930) 
and Barton-Wright (1930), who may be referred to for further 
details. 

Figures in column V indicate that the percentages of ether 
extract (oils, chlorophyll, carotin and xenthophyll ete.) are also 
higher in healthy plants. It was also observed by colorimetric test 
that this fraction was a darker green in healthy plants while it 
was comparatively paler in the diseased ones. Since synthesis of 
organic matter (particularly carbohydrates) depends on chloro- 
phyll, at least in part, directly or indirectly, the other data supports 
such a point of view. For instance, percentages of total carbo- 
hydrate except cellulose (column XIII) were also higher for healthy 
plants or were lower for mosaic plants. 

Percentages of reducing sugars (column VI) did not show any 
difference collectively, although individually some healthy plants 
were higher and some were lower than mosaic plants in this respect. 
On the other hand, non-reducing sugars, as represented by column 
VII were higher in healthy plants. This seems to hold for every 
plant as well as for the average. The difference was big enough 
to be excluded from the danger of an experimental error. The total 
sugars were also higher in healthy plants. 

How would one account for the same magnitude of reducing 
sugars, although all other carbohydrates higher than hexoses are 
greater in healthy plants? If one considers hexose as the first 
sugar of photosynthesis, at least on pure chemical grounds, it 
would be expected that both kinds of plants may possess the same 
percentage. We do not know at what stage and under what condi- 
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tions these sugars are transformed into other reserve materials. 
Biochemists as well as physiologists do not agree on this point yet. 
However, if a possibility, that the presence of sugars is due to the 
results of upward reactions (condensation) starting from carbon 
dioxide and water and not due to the downward reactions (hydro- 
lysis) of reserve carbohydrates, such as starch, inulin and other 
polysaccharides, be assumed, it is not difficult to agree with this 
view. Even those who contradict this idea, have not as yet produced 
sufficient convincing experimental data in this respect. In the most 
accepted work, Blackman (1919) suggests, ‘‘that a hexose is first 
formed sugar and that a state of equilibrium exists between hexose 
and sucrose :— 


Hexose——_sSuerose 


When the concentration of hexose reaches a certain value, it 
is converted into sucrose. Hence the value of the hexose is prac- 
tically constant in amount and this is the condition which has been 
found to exit’’. The writer’s present data seem to support 
Blackman’s suggestion. 

Starch, in percentages as well absolute amount, (refer Column 
VIII) also seems to be higher in healthy plants. The same also seems 
to hold for hemicelluloses (column IX). However, there is more 
increase of hemicelluloses than starch in favor of healthy plants as 
a result of the disease. Recently Murneck(1929) and Clements 
(1929) have stressed the importance of hemicellulose as reserve 
materials in plant economy. If it be so, these figures indicate a 
decided loss of hemicelluloses due to the potato mosaic. 

Percentages of nitrogen (column X) seem to be greater in 
mosaic plants while they are decidedly lower in normal plants. 
This holds for all plants studied as well as for their averages. It 
is in accord with the findings of many workers with other crops, 
as was already mentioned. 

Percentages for ash, (Column XIV) is about the same in both 
kinds of plants. Other materials, such as cellulose, pectin, pentosans 
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ete., not analyzed (because of their inertness and henee of lesser 
importance in this respect) are more in the diseased than in the 
healthy plants. 

Calories of heat per gram (column XII) seem to be greater 
in healthy than in sick plants. This seems evident, because percen- 
tages of oils (ether extract) and total carbohydrates except cellulose 
(which has not been estimated) are higher in the former, while 
nitrogen and inert materials are dominant in the latter. The yield 
of caloric energy is maximum in oil and certainly more in lower 
than in higher carbohydrates, such as cellulose. The little more 
energy produced, due to greater percentage of proteins in sick 
plants, may haye been compensated for the large percentages of 
other reserve materials present in normal plants. 


SuMMARY. 


1. Biochemical study of healthy and mosaic tomato plants 
has been undertaken. 

2. Fresh and dry weights of the plants were taken. Ether 
extract (oils, chlorophyll), aleohol extract (reducing sugars), non- 
reducing sugars, starch, hemicellulose, total carbohydrates, nitrogen, 
ash and calorific heat were determined quantitatively. 

3. The data seem to indicate that healthy plants made better 
erowth both on fresh and dry weight basis. However, the per- 
centage of dry matter was higher for the mosaic plants. 

4. Percentages of ether extract, non-reducing sugars, starch, 
hemicelluloses and calories of heat per gram were higher for healthy 
plants; while nitrogen, inert materials, including cellulose, were 
higher in deseased plants. Percentages of ash and reducing sugars 
was practically alike in both kinds of plants. 

5. Some suggestions for such biochemical results as shown by 
these plants have been made. 

6. There is a need for more thorough study in this connection 
which might elucidate the causal agency or the mechanism of mosaic 
diseases. 
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INTRODUCTION. 


In the previous paper (Toshima, 1931i,ii) I have reported 
the the results of my investigations on the non-complementary 
hemolysis which is caused by the heated immune and the heated 
normal sera at low temperatures. 

In the present work, I have undertaken some experiments on 
the chemical nature of the substance in the heated serum which 
causes the coldhemolysis, and have also tried to determine the 
influence of various substances which have hitherto been reported 
by other investigators to inhibit other sorts of hemolysis upon this 
peculiar one. 


I. EXPERIMENTS ON THE SALTING-OUT OF COLD-HEMOTOXIN 
BY MEANS OF SO4(NHsg)2. 


When the rabbit serum is saturated to various degrees with 
SOs,(NH4)2, various fractions of serum protein are obtained as 
precipitate. 

The precipitate obtained in this way was dissolved in 0.85% 
NaCl solution of 10 times the original volume of serum. And the 
experiment of cold-hemolysis was carried out with these solutions. 
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It was proved that none of the solutions. of precipitate thus 
obtained contains the substance causing cold-hemolysis as is shown 
in table I. 


TABLE I, 
Experiment with a fraction of serum protein separated by SO.(NH:)>. 


Degree of Kinds of Reacting temperature (C) 
saturation with treatment of the 
SO.:NHi)» fraction 37° 90° 5° 0° 
Heated — — a zs 
100 % eate 

Not heated _ = _ _— 
Heated _— _ — — 

80 9 { 
76 Not heated — — = — 
60 % Le — _ — — 
Not heated — - ae e- 
Heated — — _ = 

50 9 
“ Not heated — = 5 at 
Contrast (serum) Heated — — — = 


II. EXPERIMENT ON ITS SOLUBILITY IN ALCOHOL, ACETON, 
ETHER AND CHLOROFORM. 


In order to determine whether this hemolytic substance has a 
lipoid or a proteid character, I have examined its solubility in 
various solvents dissolving lipoid substances. - * 

96% alcohol, aceton, ether and chloroform were chosen as 
solvent. 

3.0 ce. of rabbit serum were powdered by drying in Faust- 
Heim’s apparatus at room temperature. The powder was poured 
into 30.0 ec. of alcohol, and placed in an incubator for twenty hours. 
The extract was then freed from the solvent by evaporating it in 
the drying apparatus and the residue was dissolved in 0.85% salt 
solution of 10 times the original volume of serum. The residue 
of serum-powder was suspended in 30.0 ce. of 0.85% salt solution 
after every trace of solvent had been completely evaporated. 
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In a similar way, the extract with aceton, ether and chloroform 
was prepared. 

The two sorts of solutions above obtained (extract solution 
and residue solution) were heated for 30 minutes at 90°C and then 
their hemolytic power was examined as before at 37°, 2OF st 
and 0°C. 

As a contrast the two solutions were examined at the same 
time without being heated previously, because it is necessary to 
know whether this hemolytic substance is produced by heating the 
solution or not. 

The results are shown in table II. 


TABLE II. 


Experiment on the solubility in lipoid-dissolving solvants. 


Kinds of Extracted Previous Reacting temperature (C) 
solvents parts treatment 937° Ne 0 Ps 
te Bite pis = ha 
Extract aaahaa A 
Aleohol Not heated as a 
Residue { Heated ay = 
Not heated = = — aes 
Heat te = as = 
Extract { eated 
Not heated Ht _ =e : 
Aceton. 
: Heated — = “vs 4b 
Residue { 
Not heated — = = a 
et eaet Heated 4 an = ‘ie 
xtra¢ 
Ether Not heated aire ae 2 fed 
Resid { Heated = oe = 4e 
sar Not heated = = = ie 
Patchor fee + = sk = 
xtrac 
g + at = Se 
Chloroform Not heated a8 
Resid eee = js Ze 4 
ahah a Not heated _— = at ke 
Contrast (serum) Heated a a re ig 
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As will be noticed in the table, the solution prepared with 
the extract causes a marked hemolysis. (In the case of chloroform 
extract, the hemolysis is weak.) But this hemolysis is not the 
cold-hemolysis which we are dealing with in the present work, 
because it occurs always at 37°C and not at lower temperature. 
Besides it takes place in the solution of extract without regard 
to the previous heating of the solution. 

This hemolysis is probably due to some hemolytic lipoid akin 
to lecithin in the rabbit serum. 

The substance which causes the cold-hemolysis remains in the 
residue. 

The solution prepared with the residue of extraction manifests 
in all cases hemolysis at 0°C and not at higher temperatures, though 
the degree of hemolysis is more or less weaker than the control. 
Moreover this sort of hemolysis occurs only in the solution which 
was previously heated, and not in the unheated solution. 

Thus it has been evidently proved by this experiment, that tie 
substance causing the cold-hemolysis in the heated serum does not 
belong to lipoid. 


III. ExpreriIMENT ON THE HEMOLYSIS BY LECITHIN. 


On this occasion, I have made some experiments on the 
hemolysis by lecithin, and compared the results with the cold- 
hemolysis by heated serum, because it is well known that lecithin 
is contained in serum and ean cause a sort of hemolysis, and 
besides, as has been described in the previous experiment, the 
extract of serum with lipoid-dissolving solvents causes a sort of 
hemolysis, which is very probably attributable to lecithin. 

For this purpose, lecithin (Merck) was dissolved in the heated 
alcohol to 0.1%, and this alcoholic solution was diluted with NaCl 
solution. 

To 0.45 ce. of various dilutions of lecithin solution one drop 
of 5% chicken erythrocytes was added. The mixture was placed at 
37°, 20°, 5° and 0°C for 6 hours. At the same time the heated 
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lecithin solution (for 30 minutes at 90°C) was experimented on in 
a similar way in order to know whether the heated lecithin solution 
can cause some peculiar sort of hemolysis or not. 

The results are shown in table III. 


TABLE III. 


Hemolysis by lecithin. 


Kinds of | Experimen- Dilution of lecithin solution 

lecithin ted tempe- = 

solution | rature (C) | 1000 | 2000 | 4000 | 8000 |16000 | 32000 | 64000 128000 

Lecithin 34 Pt CNG: ewe oe ee ce 

solution 22° NC M W Ate = — — — 

without ° : 

Fosnne 5 NC} M/] Wi ti]—}=}]=/] = 
0° M M W Tr = — - — 
Bye C C C C NC M W Tr 

fata oe? c|nc;} Mi] wi wi] —}]- |] — 

solution 5° Cc |] NGC M—- W Wr = pas 
0° Cc | NC M WwW ave — _ — 


C=complete hemolysis; NC=nearly complete hemolysis; 
M=marked hemolysis; W=weak hemolysis; 
Tr=trace of hemolysis; (—) no hemolysis. 


The heated lacithin solution causes the hemolysis a little 
stronger than the unheated one, but the degree of hemolysis by 
lecithin solution is always the strongest at 37°C and becomes gra- 
dually weaker with the lowering of reacting temperatures, 1. e., 
lecithin does not causes the cold-hemolysis, even when heated at 
90°C. 

Moreover, it is to be seen in the table that lecithin can cause 
hemolysis even at 0°C if the solution is concentrated, but in the 
dilute solution the hemolysis occurs only at 37°C. 

In the next experiment, the lecithin hemolysis was investigated 
with lecithin solution added to the serum of man or rabbit in order 
to determine the behaviour of lecithin hemolysis in the presence of 
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serum, for it is very conceivable that the existence of serum in the 
medium may alter the art of lecithin hemolysis. 

The results of the experiment, however, showed that the ex- 
istence of serum in the medium has no appreciable influence upon 
the art of lecithin hemolysis. 


IV. THE EFFECT OF REMOVING PROTEIN FROM SERUM 
UPON ITS COLD-HEMOLYTIC POWER. 


It has been evidenced by the experiments so far described as 
well as by those reported in Part II, that the substance causing 
cold-hemolysis belongs neither to lipoid substance nor to serum 
globulin, and can not be salted out from the serum with SO4(NH4) 2, 
and that it exists in the albumin fraction of serum. Now, in the 
albumin fraction there are contained besides albumin also erystal- 
loids and non-protein colloids. 

I have, therefore, tried in the following experiments to deter- 
mine definitely whether this substance belongs to protein or not. 

For this purpose, the effect of removing off the serum-protein 
upon the cold-hemolytic power was investigated. 

1. Method of sulphosalicylic acid. To 2.0 ec. of rabbit serum, 
6.0 ee. of distilled water and 2.0 cc. of 50% solution of sulphosali- 
eylic acid were mixed. After being well shaken, the mixture was 
filtered. The filtrate was transparent and its Millon’s reaction 
was slightly positive, but the biuret reaction, xanthoprotein reac- 
tion, sulphosalicylic reaction ete. were all negative. 

The filtrate was neutralized with 5% sodium bicarbonate solu- 
tion and its volume was made up to 10 times the original volume of 
serum, and made isotonic by adding NaCl. The experiment of cold- 
hemolysis was carried out with this solution. 

2. Method of trichlor acetic acid. To 2.0 ee. of rabbit serum, 
4.0 ce. of distilled water were added and then 4.0 ce. of 20% 
trichlor acetic acid solution were mixed. When the mixture was 
filtered after a thorough shaking, transparent filtrate which showed 
no reaction of protein, was obtained. It was neutralized and made 
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isotonic as above, and experimented with. 

3. Method of uramum acetate. To 2.0 ce. of rabbit serum, 
6.0 ce. of distilled water and 2.0 ce. of uranium acetate solution 
were mixed and then filtered after a thorough shaking. 

The filtrate was quite transparent and its protein reaction was 
all negative. This filtrate was treated as above and the experiment 
of cold-hemolysis was made with it. 

4. Method of KH2PO4. To 1.0 ce. of rabbit serum, 4.0 ec. of 
M/3 KHe2PO, solution were added. 

The mixture was boiled and filtered immediately after the 
coagulation of protein. The filtrate was almost transparent and 
its protein reaction was all negative. This was neutralized with 
the solution of M/3 NazHPO, and made isotonic as before. 

5. Method of methyl alcohol. 1.0 ce. of rabbit serum was 
dropped into 10.0 ec. of methyl alcohol and after the mixture had 
been left at room temperature for one hour, it was filtered. In 
this filtrate, two drops of 10% alcoholic solution of zine chloride 
were added and again filtered after 30 minutes. The filtrate was 
evaporated in a Faust’Heim’s apparatus and then dissolved in 
10.0 ce. of 0.85% NaCl solution. The protein reaction of this 
filtrate was all negative. 

The solutions thus freed from protein were examined as usual. 

As is shown in table IV, the cold-hemolysis occurred in none of 
the solutions, indicating that the cold-hemolytic substance is pre- 
cipitated together with the protein of serum. 


V. EXPERIMENT ON THE DIALYSABILITY. 


As has been so far proved, the cold-hemolytic substance belongs 
neither to lipoid nor to globulin, and is precipitated together with 
the protein of serum. 

It is, therefore, very probable that it may belong to albumin. 

If this presumption is correct, it must be undialysable. And, 
in fact, the undialysability of cold-hemolytic substance can be 
demonstrated experimentally, as is shown in table V. 
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TABLE V. 
Experiment with dialysed serum with addition of NaCl. 


Reacting temperature (C) 
Sort of serum 


3h 20° Ly 0° 


Dialyzed serum — = a 


= + 


Undialyzed serum — = a 


VI. EXPERIMENT WITH GLYCOGEN, METAL COLLOID 
AND SILICIC ACID. 


Beside the protein substances there are contained in the serum 
other colloidal substances such as glycogen, metal colloid, silicic 
acid, ete.. 

It has, therefore, been investigated whether these colloids cause 
the cold-hemolysis or not. 

1. Glycogen. 0.1% solution of glycogen in the physiological 
salt solution was examined on its hemolytic ability in the heated for 
as well as in the unheated state. As erythrocytes, those of chicken 
were employed. 

The results were always negative. 

2. Metal colloid. As metal colloids, Electrocuprol (Clin) and 
Iron elecloid (Kokko) were used. 1% solution in the physiological 
salt solution was made with these colloids and examined as in the 
case of glycogen as to the hemolytic power. 

The results were always negative. 

3. WSticic acid. 1% colloidal solution of silicic acid was pre- 
pared with the physiological salt solution and examined as to its 
hemolytic power against the blood-cells of chicken. 

The results were always negative. 


VII. ExXprerRIMENT ON THE ADSORBABILITY. 


In this experiment, the adsorbability of the hemolytic substance 
by kaolin, cholesterin and blood-cells has been investigated. 
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1. Adsorption by kaolin. To 2.0 ce. of heated serum of rabbit, 
0.1 g of purified kaolin was added. 

After these materials were thoroughly mingled, the mixture 
was placed at 37° and 0°C for 30 minutes. Then it was centrifuged 
and its clear supernatant fluid was examined as to its hemolytic 
power. 

As a control the unadsorbed heated serum of the same rabbit 
was used. 

The cold-hemolytic power of serum has been entirely lost by 
the adsorption with kaolin as.shown in table VI. 

The results were quite the same when 2.0 ce. of unheated native 
serum of rabbit, diluted to 1/10, was added with 0.1 ¢g of kaolin, 
treated as above, and the clear supernatant fluid was heated at 90°C 
for 30 minutes and its cold-hemolytic power was examined. 

Thus we see that the cold-hemolytic substance is completely 
absorbed by kaolin both in the inactive state in the unheated serum 
and in the activated state in the heated serum. 

2. Adsorption by cholesterin. To 2.0 ce. of heated or native 
serum of rabbit, 0.1 g of cholesterin was added. After the mixture 
was treated as before, a similar experiment was carried out. In 
this case, this hemolytic substance was adsorbed only a little. (table 
WI). ; 

3. Adsorption by blood-cells. It must be worth investigating 
whether the cold-hemolytie substance can be adsorbed by blood- 
cells or not. I have therefore carried out the experiments in the 
following way. 

To 1.0 ce. of heated serum of rabbit, 0.1 ee. of 100% washed 
chicken blood-cells were added. After these materials were 
thoroughly mixed, the mixture was placed at 37°C for 30 minutes, 
and at 0°C for 10 minutes, being shaken now and then. Then it 
was centrifuged and its clear supernatant fluid was examined as 
to its hemolytic power. 

For contrast the unadsorbed heated serum of the same rabbit 
was used. 


a 


— eo = 
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TABLE VI, 
Experiment on the adsorbability. 


Temperature of 
Sort of Heated or adsorption (C) 


x 
SS unheated Contrast 
37° 0° 
Kaolin { ee serum = a : 
Native serum coe, = 
Heat : 4 
Cholesterin { eated serum i i 
Native serum 4 a 
Blood-cells { Heated serum a ae e 
Native serum ath i 


As is shown in table VI, the cold-hemolytie substance can be 
completely adsorbed by blood-cells, not only at 0°C but also 37°C. 

On the contrary, however, when 1.0 ce. of native serum of 
rabbit inactivated by heating at 56°C and diluted to 1/10 and 
0.1 cc. of 100% chicken blood-cells are mixed and treated as above, 
the clear supernatant fluid manifests the same power of cold- 
hemolysis as before the adsorption, if heated afterwards at 90°C 
for 30 minutes. 

Thus we could demonstrate a very interesting fact in this 
experiment that the hemolytic substance combines with erythrocytes 
only when it is in the active state or only in the heated serum, 
while it does not react with erythrocytes in the least so long as it 
remains in the inactive state in the unheated serum, and moreover 
that it ean combine with erythrocytes even at 37°C if it is in the 
active state. 


VIII. Discussion ON THE NATURE OF SUBSTANCE 
CAUSING THE COLD-HEMOLYSIS. 
To summarise the results of experiments made on the nature 
of substance causing the cold-hemolysis it may be said that this sub- 
stance is a protein of albumin character, and completely absorbed 
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by means of kaolin. Cholesterin can adsorb it only partly. The 
adsorption of this substance by erythrocytes is very characteristic ; 
that is, it is adsorbed by erythrocytes only in its active state, and 
not in the inactive state. 


IX. THE INFLUENCE OF SUBSTANCES INHIBITING OTHER 
SORTS OF HEMOLYSIS UPON THE COLD-HEMOLYSIS. 


As is well known, substances such as lipoid, serum, bile, 
protein, etc. can influence various kinds of hemolysis. It is, there- 
fore, interesting to investigate whether these substances exert the 
same influence upon the cold-hemolysis as upon. other sorts of 
hemolysis. 

The following experiments deal with this problem. 

1. Influence of the fresh normal serum. The fact is known 
long since that the normal fresh serum inhibits various hemolytic 
processes. 

Since Ehrlich (1898) discovered in 1898 the inhibition of 
the hemolytic action of tetanus-toxin by the normal horse serum, 
many investigations have been reported of the anti-hemolytie action 
of normal sera. 

Kraus and Clairmont (1901) found that tetanolysin and 
staphylolysin are inhibited by the normal horse serum; vibriolysin 
and staphylolysin, by the normal pig serum. Neisser (1900), 
Neisser and Wechsberg (1901) reported that the serum of 
horse and man has the power of inhibiting the hemolytic action of 
staphylococci. Lubenau (1901) obtained the same result with 
the serum of sheep, goose, goat, guinea-pig, ete.. Madsen (1899) 
reported also such anti-hemolytic action of the serum of pig and 
horse against tetanolysin. But Kraus (1906) could not recognize 
the inhibitory substance against choleralysin in the serum of pig 
and goat. 

Eisler (1905) in testing the anti-hemolytie action of serum 
albumin, recognized that it has the same inhibitory power against 
tetanolysin and staphylolysin as serum. Seligmann (1908) 
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found that such action of serum was possible when it was inactivated 
by heating. By the investigation of Motomura (1928), it has 
been elucidated that the sera of various animals (goat, buffalo, 
horse, rabbit, guinea-pig, etc.) have the anti-hemolytic action 
against sotto bacillus and staphylococci and that such action is 
strengthened when the serum is inactivated by heating at 56°C. 
Serum-albumin can inhibit the hemolytic action of staphylococci, 
but not that of sotto bacilli. 

The normal serum has also the inhibiting action against saponin 
hemolysis. Ransom (1901) discovered that such action of serum 
is to be attributed to cholesterin. Meyer (1908) reported that 
serum albumin and globulin have no anti-hemolytic action against 
saponin. Motomura showed that the sera of various animals 
ean inhibit the hemolytic action of saponin and that such anti- 
hemolytic action is mainly due to lipoid, i.e., cholesterin and 
lecithin. 

The inhibiting action of normal serum against the hemolysis 
by soap and bile salts has been studied by numerous workers such 
as Liebermann (1907), Bayer (1907), Lidke (1906), No- 
guchi (1907) and Meyer (1908). 

Now, what kind of influence will the fresh normal serum have 
upon the cold-hemolysis? 

As experimental materials, I have employed the fresh normal 
serum of rabbit, guinea-pig, horse, chicken, goose and man. 

To 0.5 ce. of the heated serum of rabbit (for 30 minutes at 
90°C) 0.4 ce. of various dilutions of the fresh normal sera and 2 
drops of 5% emulsion of chicken erythrocytes were mixed. After 
the mixture had been placed at 0°C for 6 hours, the results were 
read. 

At the same time the mixture consisting of 0.5 ec. of hemolytic 
serum of rabbit, 0.4 cc. of the serum heated at 56°C and 2 drops 
of chicken erythrocytes were employed as contrast. 

The results are shown in table VII. 

As will be seen in the table, the fresh normal sera of above 
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TABLE VII. 
Anti-hemolytic action of various normal sera against the 
cold-hemolysis. 


Kinds of Treatment Dilution of added: serunt Contrast 

added serum| added serum 1/5 }101 201 40 | 80 1160! 320 (serum) 
yy =-° — = — — 

Rabbit i esh fe HE |) HE au 
iMleated atzo6~ YS) ee Se te a ie 
Fresh +°) —-|-—|-—};—-|# || 4 

Guinea-pig { res tt 
Heated at565 \ss |) =e Se Se He eae 
Fresh | ee ee Re eas ees 

Horse { chs es tt 
Heated at56 >| =) so eee 
Fresh —~/-|-|-|-/+/#|+# 

Chicken { res Hh 
eatedvativo Or |e in tae |r oi 

Gaus { Fresh +°) — | — | He] ee] He] He | Ht fe 
Eleetedertia0) (see eam Rceejeccta|hectisall ection eres etiis 
Fresh —;}|—-;/-—-}]-/]-]—]+ 

Man { pe a tit 
fieatediatioO eae ieee eee ete ta eters 


+°=The hemolysis caused by the normal heterolysin in the 
added serum. 


mentioned animals all have a strong power inhbiting the cold- 
hemolysis. 

In the second experiment, I have investigated what fraction 
of serum protein has such anti-hemolytic action against this 
hemolysis. 

For this purpose, the serum protein was separated into 
albumin- and globulin fraction by means of ammonium sulphate 
and the experiment was carried out as before with each of the 
fractions. 

As shown in table VIII, this hemolysis is markedly inhibited 
by the albumin fraction, but not by globulin. 

2. Influence of lipoid. Various hemolytic processes are much 
influenced by lipoids and the relationship between hemolysis and 
lipoids is very complicated. 


A Cold-hemotoxin, newly discovered in the heated serum.—III. 503 


Tasie VIII. 
Influence of albumin- and globulin fractions. 
pigiecs Dilutions of added fraction Gintyeatslt Can tuce 
pennae (serum) (NaCl) 
protein 5 10 20 40 89 
Albumin _ — — = + tit = 
Globulin +t 4 +t Ht Ht +t = 


Lecithin and cholesterin are said to act sometimes antagonis- 
tically to each other and sometimes similarly and even by one and 
the same lipoid the hemolysis is sometimes accelerated, and some- 
times inhibited, according to the kinds of hemolysis. 

a. Influence of cholesterin. Since Ransom’s discovery that 
the power of dog serum inhibiting saponin-hemolysis is due to 
cholesterin, the anti-hemolytic action of cholesterin has been studied 
by many investigators, such as Windaus (1909), Yagi (1910), 
Abderhalden & Le Count (1905), Walbum (1910) ete.. 
They asserted that such action of cholesterin is effected by the 
combination of saponin and cholesterin. Furthermore, the anti- 
hemolytic action of cholesterin for other kinds of hemolysis has 
been reported by numerous workers such as Kyes (1903) 
(hemolysis by cobra-poison), Kyes and Sachs(1903) (hemolysis by 
cobra-poison, tetanolysin and olive oil), Pasecueci(1905) (hemolysis 
by saponin, solanin, cobra-poison and tetanolysin), Noguchi(1905) 
(hemolysis by agaricin, saponin, tetanolysin, cobra-lecithin), 
Hausmann (1905) and Meyer (1908) (hemolysis by saponin), 
Minz (1908) (hemolysis by viperidin and cobra-poison), and also 
Meyerstein (1010) (hemolysis by saponin and cobra-poison- 
lecithin, Motomura (1928) (hemolysis by saponin, sotto bacillus 
and staphylococci), Mitomo and Sasaki (1929) (hemolysis by 
eobra-lecithin, saponin, arachnolysin, staphylolysin, urethan, chloral 
hydrate, chloroform, acidum formicum and sublimate). Kyes and 
Sachs found later that cholesterin does not inhibit the hemolysis 
by staphylolysin and arachnolysin. 
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In the present experiment, I have investigated the influence of 
cholesterin upon the cold-hemolysis. 

The solution of cholesterin was prepared by dissolving 1.0 g 
cholesterin (Merck) in 10.0 cc. of heated alcohol or by suspending 
the same amount of cholesterin in 10.0 ec. of the physiological saline 
solution. 

The standard solution of cholesterin thus prepared does not 
hemolyse the chicken erythrocytes at 0°C, even after 6 hours. 

To 0.5 ec. of hemolytic serum of rabbit, 0.4 ec. of various dilu- 
tions of cholesterin solution made from the standard solution and 
2 drops of chicken erythrocytes were mixed. The mixture was left 
at 0°C for 6 hours. 

As contrast, the mixture of 0.5 ce. of hemolytic serum of rabbit 
with 0.4 ce. of physiological salt solution and 2 drops of chicken 
erythrocytes were used. 

As table IX shows, the cold-hemolysis is markedly inhibited 
by cholesterin. 


TABLE IX. 
Influence of cholesterin upon the cold-hemolysis. 


Dilutions of cho- 


lesterin solution | 100 200 300 400 500 Contrast 


Result | _ ie ate “ie He tit 


b. Influence of lecithin. Regarding the influence of lecithin 
upon various sorts of hemolysis, many investigations have hitherto 
been made. Arrhenius (1908) found that lecithin inhibits the 
hemolysis by bile salts. Bayer (1907) reported that lecithin 
remarkably delays the hemolysis by bile, but not at such a con- 
centration as is contained in serum. Sachs(1908) showed that the 
hemolysis which is caused by soap is promoted by Lecithin Agfa 
and inhibited by Lecithol-Riedel. Detre and Sellei (1905) 
recognized that lecithin increases the resistance of blood-cells 
against tetanolysin, if lecithin and serum are mixed. Neufeld 
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and Handel (1909) found that lecithin has anti-hemolytic power 
against saponin-hemolysis. Meyerstein (1910) reported that 
lecithin inhibits slightly the hemolysis of saponin and bile salts, 
but not that of soap and cobra-poison. Kobert(1904), investigat- 
ing the inhibiting action of lecithin against saponin-hemolysis, 
asserted that its action is to be attributed to lacithin-emulsion, 
produced by the combination of lecithin and saponin. According 
to Motomura (1928), lecithin inhibits the hemolysis of saponin 
and sotto bacillus considerably, but that of staphylococci only 
slightly. 

I have studied the influence of lecithin upon the cold-hemolysis. 

As experimental materials, 1% emulsion or 1% alcoholic solu- 
tion of lecithin (Merck) made in the same way as in the case of 
cholesterin were used. The lecithin solution prepared in this way 
hemolysed the chicken erythrocytes to the dilution of 1/50000 at 
0°C. 

To 0.5 ec. of hemolytie serum of rabbit 0.4 ec. of various dilu- 
tions (below 1/50000) of lecithin and 2 drops of chicken ery- 
throcytes were mixed. Then the mixture was placed at 0°C for 
6 hours. 

As shown in table X, the cold-hemolysis is not influenced by 
lecithin in the least. 


TABLE X, 


Influence of lecithin upon the cold-hemolysis. 


Dilution of 1 1 1 1 cider 
lecithin solution 50000 | 100000 | 200000 | 400000 | so0000 | YORtTaS 
Result He tHe He He He He 


3. Influence of egg protein. According to Motomura(1928), 
the yolk inhibits strongly the hemolysis of saponin and that of 
sotto bacillus, but not the hemolysis of staphylococci, and the egg 
white has no anti-hemolytie power against the hemolysis of saponin 
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and sotto bacillus, but slightly inhibits that of staphylococci. 

In order to know whether the cold-hemolysis is inhibited by 
ege protein, I have carried out the following experiment. 

The yolk solution was made by adding to yolk an equal volume 
of physiological salt solution. It was rubbed carefully in mortar 
and filtered with gauze. The filtrate (original solution) was 
diluted to 1% with the physiological salt solution. 

The solution of egg white was also made in a similar way. 

And the power of inhibiting the cold-hemolysis of these solu- 
tions was determined in the same way as in the case of cholesterin 
and lecithin. 

As table XI shows, the cold-hemolysis is considerably inhibited 
by the yolk solution, but not that of egg white. 


TaBLE XI. 
Influence of the egg white and yolk upon the cold-hemolysis. 


Dilutions of egg protein solutions 


Added substance Contrast 
100 200 300 400 500 


Egg yolk = _ ats chs +t 
Egg white 4+ Ht Ht Ht Ht 


OF 


4. Influence of various protems. Clark, Zinek and Frank 
(1921) found that the serum manifests a strong antihemolytie 
action, if it is digested by trypsin, pepsin and diastase. They 
attribute its action to the products of decomposition. 

According to Ohno (1922), solutions of various proteins 
such as trypsin, casein, pepton, ovalbumin, ete. have a remarkable 
power of inhibiting the hemolysis by immune hemolysin of rabbit 
and the solution of pepton inhibits also the hemolysis by oleic acid 
and soap. He opines that such action is due to the combination 
of hemolytic substances with protein. 

In order to see the influence of various proteins upon the cold- 
hemolysis, the following experiments have been carried out. 
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For this experiment, the following solutions were prapared. 
Namely : 

1. Solution of pepton, trypsin, ovalbumin and pepsin: Pepton 
(Teruuchi), trypsin (Griibler), coagulable ovalbumin, pepsin 
(Merck) ete. were dissolved in the physiological salt solution to 
1% respectively. 

2. Solution of casein: Casein (Hammersten) was dissolved 
in N/10 NaOH and warmed a while. Then the solution was 
neutralized with N/10 ClH and made to 1% isotonic by adding 
NaCl. 

To 0.5 ce. of hemolytic serum of rabbit, 0.4 cc. of various 
dilutions of the above-mentioned original protein-solutions and 
2 drops of 5% chicken erythrocytes were added. After the mixture 
was placed at 0°C for six hours, the result was observed. 

As contrast, tests consisting of 0.5 cc. of hemolytic serum of 
rabbit, 0.4 ce. of physiological salt solution and 2 drops of chicken 
erythrocytes, as well as tests consisting of 0.9 ce. of each protein 
solution and 2 drops of chicken erythrocytes were prepared. 

The results are shown in table XII. 


TABLE XII. 
Influence of various proteins upon the cold-hemolysis. 

Sorts 0 f Dilutions of protein solutions Gontenat eee 

proteins [499 | 200 | 300 | 400 | 500 | ‘S™™) | solution) 
Pepton ote ++ tit Ht +t tit _ 
Casein = a5 ++ + tH tHe = 
Trypsin —— + Ht tt st tt _ 
Ovalbumin He sit He tHe He tt _ 
Pepsin tHe tt tte tte tr tHe — 


The cold-hemolysis is inhibited by pepton up to its dilution of 
1/200, by casein to 1/400 and by trypsin to 1/200, but not by 
ovalbumin and pepsin. 
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5. Influence of bile. Since Bar and Boas have reported 
about the anti-hemolytic action of icteric serum, numerous 
investigators have studied on this problem. (Herx and Land- 
steiner (1910), Kusunoki (1911), Kyes (1903) Minz (1908), 
Bang (1908), Abderhalden and Le Count (1905), Ishizaka 
(1907), Takahashi and Furuta (1924), Saito (1919), Takata 
(1928)). Homma (1921) has proved the anti-hemolytic action of 
sodium glycocholate. 

I have studied the influence of bile and sodium salt of gly- 
ecochohe acid and that of taurocholic acid( the chief constituents 
of bile) upon the cold-hemolysis. 

For this purpose, the fresh bile of cattle and pig as well as 
sodium salts of glycocholic- (Merck) and taurocholie acid (Merck) 
were diluted to 1% with the physiological salt solution. 

When these solutions were tested as regards their own hemoly- 
tic action against chicken erythrocytes at 0°C after 6 hours, the 
bile of cattle and pig was proved to have no hemolytic power in 
its dilution of 1% while both of the sodium salt-solutions hemolysed 
the erythrocytes up to the dilution of 1/6400. 

I have, therefore, added to 0.5 ec. of hemolytic serum of rabbit, 
0.4 ee. of various dilutions of 1% bile solution or 0.4 ec. of various 
dilutions below 1/6400 of the sodium-salt-solutions and 2 drops of 
5% chicken erythrocytes. 

The results were read at 0°C after 6 hours. 

As shown in tables XIII and XIV, the cold-hemolysis is not 
influenced by any of the experimented substances. 


TABLE XITI. 
Influence of bile. 


Dilution of 1 % bile solution 
Added substance yee 
100 200 300 400 500 
Bile of cattle +t tt tt Ht Ht Hh 
Bile of pig tHe tHe tHe tit tHe tHe 
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TABLE XIV. 
Influence of sodium salts of glycocholic- and taurocholic acid. 
Dilution of sodium salt solution 
Added substance vane 
6400 12800 | 25600 | 51200 | 102400 
Sod. glycochol tit tt tit Ht Ht tt 
Sod. taurochol it +e tt tHe Ht tt 


SUMMARY. 


1. The substance causing the cold-hemolysis in the heated 
normal serum can not be salted out by means of SO4(NH4)>. 

2. It can not be extracted with lipoid-dissolving solvants such 
as alcohol, aceton, ether, chloroform, ete.. 

3. It is always precipitated with protein when the serum is 
freed from protein by various methods. 

4. It can be entirely adsorbed by kailin and partly adsorbed 
by cholesterin. 

5. It is not dialysable. 

6. The non-protein colloids such as glycogen, metal colloid 
and silicic acid, ete. have nothing to do with the cold-hemolysis. 

7. Its adsorption by erythrocytes is very characteristic, that 
is, the erythrocytes adsorb it only when it is in the active state in 
the heated serum, while the erythrocytes can not adsorb it from 
the fresh unheated serum. 

8. The- cold-hemolysis is markedly inhibited by the fresh 
unheated sera of various animals (rabbit, guinea-pig, horse, chicken, 
goose and man). 

9. The serum-albumin ean inhibit the cold-hemolysis in the 
same way as serum itself but the serum globulin is not endowed 
with such a power. 

10. The eold-hemolysis is remarkably inhibited by cholesterin, 
but not by lecithin. 

11. It is also inhibited by egg yolk, but not by egg white. 
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12. The cold-hemolysis is inhibited by various proteins such 
as pepton, casein and trypsin, but not by ovalbumin and pepsin. 

13. The bile of cattle and pig as well as the sodium salts of 
glycocholic- and taurocholic acid have no influence upon the cold- 
hemolysis. 

I wish to express my indebtedness to Prof. K. Yamakami for 
his kind direction and encouragement during my experiments. 
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